Phenolic compounds and antioxidative potential of Slovenian bee pollen by Krebs, Petra
 II 
UNIVERZA V LJUBLJANI 
BIOTEHNIŠKA FAKULTETA 
ODDELEK ZA ŽIVILSTVO 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Petra KREBS 
 
 
 
FENOLNE SPOJINE IN ANTIOKSIDATIVNI 
POTENCIAL SLOVENSKEGA CVETNEGA PRAHU 
OSMUKANCA 
 
 
 
 
 
MAGISTRSKO DELO 
Magistrski študij - 2. stopnja Živilstvo 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ljubljana, 2019 
 III 
UNIVERZA V LJUBLJANI 
BIOTEHNIŠKA FAKULTETA 
ODDELEK ZA ŽIVILSTVO 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Petra KREBS 
 
 
 
FENOLNE SPOJINE IN ANTIOKSIDATIVNI POTENCIAL 
SLOVENSKEGA CVETNEGA PRAHU OSMUKANCA 
 
 
MAGISTRSKO DELO 
Magistrski študij - 2. stopnja Živilstvo 
 
 
 
PHENOLIC COMPOUNDS AND ANTIOXIDATIVE POTENTIAL OF 
SLOVENIAN BEE POLLEN 
 
M. SC. THESIS 
Master Study Programmes: Field Food Science and Technology 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ljubljana, 2019 
Krebs P. Fenolne spojine in antioksidativni potencial slovenskega cvetnega prahu osmukanca.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2019 
II 
Magistrsko delo je zaključek magistrskega študijskega programa 2. stopnje Živilstvo. Delo 
je bilo opravljeno na Katedri za kemijo in biokemijo živil, Oddelka za živilstvo 
Biotehniške fakultete, Univerze v Ljubljani. 
 
Komisija za študij 1. in 2. stopnje je za mentorico magistrskega dela imenovala prof. dr. 
Heleno Abramovič in za recenzentko izr. prof. dr. Jasno Bertoncelj. 
 
Mentorica:  prof. dr. Helena ABRAMOVIČ 
Univ. v Ljubljani, Biotehniška fak., Oddelek za živilstvo 
 
Recenzentka:  izr. prof. dr. Jasna BERTONCELJ  
Univ. v Ljubljani, Biotehniška fak., Oddelek za živilstvo 
 
 
 
Komisija za oceno in zagovor: 
 
 
Predsednik:  
 
Član:   
 
Član:   
 
Član: 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Datum zagovora: 
 
 
 
 
Petra Krebs 
Krebs P. Fenolne spojine in antioksidativni potencial slovenskega cvetnega prahu osmukanca.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2019 
III 
KLJUČNA DOKUMENTACIJSKA INFORMACIJA 
 
ŠD Du2  
DK UDK 638.178.2:66.094.3.097.8:547.56(043)=163.6 
KG cvetni prah, osmukanec, fenolne spojine, flavonoidi, flavoni, flavonoli, 
antioksidativni potencial, vpliv topila, toplotna obdelava, skladiščenje 
AV KREBS, Petra, dipl. inž. živ. in preh. (UN) 
SA ABRAMOVIČ, Helena (mentorica), BERTONCELJ, Jasna (recenzentka) 
KZ SI-1000 Ljubljana, Jamnikarjeva 101 
ZA Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo 
LI 2019 
IN FENOLNE SPOJINE IN ANTIOKSIDATIVNI POTENCIAL SLOVENSKEGA 
CVETNEGA PRAHU OSMUKANCA 
TD Magistrsko delo (Magistrski študij - 2. stopnja Živilstvo) 
OP XI, 62 str., 12 pregl., 26 sl., 74 vir. 
IJ sl 
JI sl/en 
AI V okviru magistrske naloge smo določali vsebnost skupnih fenolnih spojin in 
posameznih podskupin fenolnih spojin ter ugotavljali antioksidativni potencial 
(AOP) slovenskega cvetnega prahu osmukanca. Ugotavljali smo, ali izbira 
ekstrakcijskega topila, toplotna obdelava in shranjevanje cvetnega prahu vplivajo 
na vsebnost fenolnih spojin in AOP. Za pripravo izvlečkov fenolnih spojin smo 
uporabili različna ekstrakcijska topila: 50 %, 70 % in 96 % etanol, 70 % metanol, 
70 % aceton in etil acetat. V izvlečkih smo spektrofotometrično določili vsebnost 
skupnih fenolnih spojin s Folin-Ciocalteu metodo in vsebnost skupnih flavonoidov 
ter vsebnost flavonov in flavonolov na podlagi tvorbe kompleksa z Al ionom. Z 
metodo lovljenja prostega radikala DPPH· in z metodo beljenja β-karotena smo 
določili AOP. Obdobje zbiranja cvetnega prahu vpliva na vsebnost skupnih 
fenolnih spojin in na vsebnost posameznih podskupin. Določili smo, da je etil acetat 
najmanj primerno topilo za ekstrakcijo fenolnih spojin iz cvetnega prahu, medtem 
ko je najučinkovitejše topilo 70 % aceton. Izvlečki z acetonom imajo tudi najboljšo 
sposobnost lovljenja radikala DPPH·. Med toplotno obdelavo pri 90 ºC se zmanjša 
vsebnost fenolnih spojin in pride do poslabšanja AOP. Skladiščenje vzorcev 
spomladanskega cvetnega prahu v hladilniku ni imelo velikega vpliva na skupne 
fenolne spojine in AOP, v vzorcu jesenskega cvetnega prahu pa smo po 
skladiščenju določili manjšo vsebnost fenolnih spojin in slabši AOP. 
 
 
 
Krebs P. Fenolne spojine in antioksidativni potencial slovenskega cvetnega prahu osmukanca.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2019 
IV 
KEY WORDS DOCUMENTATION 
 
ND Du2  
DC UDC 638.178.2:66.094.3.097.8:547.56(043)=163.6 
CX bee pollen, phenolic compounds, flavonoids, flavones, flavonols, antioxidant 
potential, solvent effect, thermal treatment, storage 
AU KREBS, Petra 
AA ABRAMOVIČ, Helena (supervisor), BERTONCELJ, Jasna (reviewer) 
PP SI-1000 Ljubljana, Jamnikarjeva 101 
PB University of Ljubljana, Biotechnical Faculty, Department of Food Science and 
Technology 
PY 2019  
TI PHENOLIC COMPOUNDS AND ANTIOXIDATIVE POTENTIAL OF 
SLOVENIAN BEE POLLEN  
DT M. Sc. Thesis (Master Study Programmes: Field Food Science and Technology) 
NO XI, 62 p., 12 tab., 26 fig., 74 ref.  
LA sl 
AL sl/en 
AB The purpose of this MSc thesis was to determine the content of total phenolic 
compounds and the content of individual subgroups of phenolic compounds as well 
as antioxidative potential (AOP) of Slovenian bee pollen. We investigated the effect 
of extraction solvent, thermal treatment and storage of bee pollen on the content of 
phenolic compounds and AOP. The extracts of phenolic compounds were prepared 
by different extraction solvents: 50%, 70% and 96% ethanol, 70% methanol, 70% 
acetone and ethyl acetate. Total phenolic content of extracts was determined 
spectrophotometrically with Folin-Ciocalteu method. The determination of total 
flavonoid content and flavone and flavonole content was based on the formation of 
complex with Al ion. AOP was determined with DPPH· radical scavenging method 
and the method of β-carotene bleaching. The harvest time of bee pollen affected the 
total phenolic content and the content of individual subgroups. We have determined 
that ethyl acetate is the least suitable solvent for the extraction of phenolic 
compounds from bee pollen, while the most effective solvent is 70% acetone. The 
extracts obtained with acetone have the best ability to scavenge DPPH· radical. 
During thermal treatment at 90ºC the content of phenolic compounds and AOP of 
bee pollen decreased. The storage of spring bee pollen samples in refrigerator did 
not have any significant effect on the total phenolic compounds content and AOP, 
but in autumn bee pollen sample lower content of phenolic compounds and lower 
AOP was determined after storage. 
Krebs P. Fenolne spojine in antioksidativni potencial slovenskega cvetnega prahu osmukanca.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2019 
V 
KAZALO VSEBINE 
 
KLJUČNA DOKUMENTACIJSKA INFORMACIJA III 
KEY WORDS DOCUMENTATION IV 
KAZALO VSEBINE V 
KAZALO SLIK VII 
KAZALO PREGLEDNIC IX 
KAZALO PRILOG X 
OKRAJŠAVE IN SIMBOLI XI 
 
1 UVOD 1 
1.1 CILJI NALOGE ........................................................................................................... 2 
1.2 DELOVNE HIPOTEZE .............................................................................................. 2 
2 PREGLED OBJAV 3 
2.1 CVETNI PRAH ........................................................................................................... 3 
2.1.1 Pridobivanje cvetnega prahu ............................................................................. 4 
2.1.2 Sestava cvetnega prahu ....................................................................................... 5 
2.2 EMULZIJE .................................................................................................................. 7 
2.3 ANTIOKSIDANTI ...................................................................................................... 7 
2.3.1 Delitev antioksidantov glede na naravo in funkcijo ......................................... 8 
2.3.2 Naravni in sintetični antioksidanti .................................................................... 9 
2.4 FENOLNE SPOJINE ................................................................................................. 10 
2.4.1 Flavonoidi ........................................................................................................... 11 
3 MATERIAL IN METODE 13 
3.1 MATERIAL ............................................................................................................... 13 
3.1.1 Kemikalije in reagenti ....................................................................................... 14 
3.1.2 Naprave in pribor .............................................................................................. 15 
3.2 METODE ................................................................................................................... 16 
3.2.1 Priprava vzorca ................................................................................................. 16 
3.2.2 Ekstrakcija ......................................................................................................... 16 
3.2.3 Določanje vsebnosti skupnih fenolnih spojin .................................................. 16 
3.2.3.1 Priprava umeritvene krivulje ............................................................................ 17 
3.2.4 Določanje vsebnosti skupnih flavonoidov ....................................................... 19 
3.2.5 Določanje vsebnosti flavonov in flavonolov .................................................... 21 
3.2.6 Določanje antioksidativnega potenciala z metodo lovljenja radikala DPPH∙
 ...................................................................................................................................... 23 
Krebs P. Fenolne spojine in antioksidativni potencial slovenskega cvetnega prahu osmukanca.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2019 
VI 
3.2.7 Metoda razbarvanja β-karotena ...................................................................... 24 
3.2.8 Statistična obdelava rezultatov ........................................................................ 25 
4 REZULTATI Z RAZPRAVO 26 
4.1 VSEBNOST FENOLNIH SPOJIN IN AOP V SVEŽEM CVETNEM PRAHU 
OSMUKANCU ................................................................................................................ 26 
4.1.1 Vsebnost skupnih fenolnih spojin v svežem cvetnem prahu ......................... 26 
4.1.2 Vsebnost skupnih flavonoidov v svežem cvetnem prahu ............................... 30 
4.1.3 Vsebnost skupnih flavonov in flavonolov v svežem cvetnem prahu ............. 32 
4.1.4 Sposobnost lovljenja radikala DPPH· ............................................................. 33 
4.1.5 Povezava med posameznimi analiziranimi vrednostmi za sveži cvetni prah
 ...................................................................................................................................... 35 
4.2 VPLIV EKSTRAKCIJSKEGA TOPILA PRI PRIPRAVI IZVLEČKOV NA 
VSEBNOST FENOLNIH SPOJIN IN AOP CVETNEGA PRAHU OSMUKANCA.... 36 
4.2.1 Vpliv ekstrakcijskega topila na vsebnost skupnih fenolnih spojin ............... 37 
4.2.2 Vpliv ekstrakcijskega topila na vsebnost skupnih flavonoidov .................... 39 
4.2.3 Vpliv ekstrakcijskega topila na vsebnost skupnih flavonov in flavonolov ... 41 
4.2.4 Vpliv ekstrakcijskega topila na sposobnost lovljenja radikala DPPH· ........ 42 
4.2.5 Vpliv ekstrakcijskega topila na sposobnost zaviranja lipidne oksidacije v 
emulziji ........................................................................................................................ 44 
4.3 VPLIV TOPLOTNE OBDELAVE CVETNEGA PRAHU NA FENOLNE SPOJINE 
IN AOP ............................................................................................................................ 46 
4.3.1 Vpliv toplotne obdelave cvetnega prahu na vsebnost fenolnih spojin .......... 46 
4.3.2 Vpliv toplotne obdelave na vsebnost skupnih flavonoidov ter flavonov in 
flavonolov v cvetnem prahu ...................................................................................... 47 
4.3.3 Vpliv toplotne obdelave na sposobnost lovljenja radikala DPPH· ............... 49 
4.4 VPLIV SKLADIŠČENJA CVETNEGA PRAHU NA FENOLNE SPOJINE IN AOP
 ......................................................................................................................................... 50 
4.4.1 Vpliv skladiščenja cvetnega prahu na vsebnost fenolnih spojin ................... 50 
4.4.2 Vpliv skladiščenja na sposobnost lovljenja radikala DPPH· ........................ 51 
5 SKLEPI 53 
6 POVZETEK 55 
7 VIRI 57 
ZAHVALA  
PRILOGE  
Krebs P. Fenolne spojine in antioksidativni potencial slovenskega cvetnega prahu osmukanca.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2019 
VII 
KAZALO SLIK 
 
Slika 1: Proces nastanka čebeljega kruhka (Kieliszek in sod., 2018).................................... 3 
Slika 2: Osnovna kemijska struktura flavonoidov (Corradini in sod., 2011) ...................... 11 
Slika 3: Osnovni kemijski strukturi flavonov in flavonolov (Kumar in Pandey, 2013) ...... 12 
Slika 4: Umeritvena krivulja z galno kislino ....................................................................... 17 
Slika 5: Umeritvena krivulja z rutinom ............................................................................... 20 
Slika 6: Umeritvena krivulja s kvercetinom ........................................................................ 22 
Slika 7: Vsebnost skupnih fenolnih spojin v svežih vzorcih spomladanskega cvetnega 
prahu .................................................................................................................................... 27 
Slika 8: Vsebnost skupnih fenolnih spojin v svežih vzorcih jesenskega cvetnega prahu ... 27 
Slika 9: Vsebnost skupnih flavonoidov v svežih vzorcih spomladanskega cvetnega prahu 30 
Slika 10: Vsebnost skupnih flavonoidov v svežih vzorcih jesenskega cvetnega prahu ...... 31 
Slika 11: Vsebnost skupnih flavonov in flavonolov v svežih vzorcih spomladanskega 
cvetnega prahu ..................................................................................................................... 32 
Slika 12: Vsebnost skupnih flavonov in flavonolov v svežih vzorcih jesenskega cvetnega 
prahu .................................................................................................................................... 33 
Slika 13: Sposobnost lovljenja radikala DPPH· izvlečkov iz svežih vzorcev 
spomladanskega cvetnega prahu ......................................................................................... 34 
Slika 14: Sposobnost lovljenja radikala DPPH· izvlečkov iz svežih vzorcev jesenskega 
cvetnega prahu ..................................................................................................................... 34 
Slika 15: Izvlečki vzorca SAV1, pridobljeni z različnimi topili (vrstni red topil, kot je 
prikazano na sliki: 50 %, 70 % in 96 % etanol, 70 % metanol, 70 % aceton in etil acetat) 36 
Slika 16: Vsebnost skupnih fenolnih spojin v cvetnem prahu, kjer smo ekstrakcijo izvedli z 
različnimi topili; indeksi nad stolpci so primerjani znotraj posameznega vzorca ............... 37 
Slika 17: Vsebnost flavonoidov v cvetnem prahu, kjer smo ekstrakcijo izvedli z različnimi 
topili; indeksi nad stolpci so primerjani znotraj posameznega vzorca ................................ 40 
Slika 18: Vsebnost skupnih flavonov in flavonolov v cvetnem prahu, kjer smo ekstrakcijo 
izvedli z različnimi topili; indeksi nad stolpci so primerjani znotraj posameznega vzorca 41 
Slika 19: Sposobnost lovljenja radikala DPPH· izvlečkov iz cvetnega prahu, kjer smo 
ekstrakcijo izvedli z različnimi topili; indeksi nad stolpci so primerjani znotraj 
posameznega vzorca ............................................................................................................ 43 
Slika 20: Antioksidativna učinkovitost izvlečkov cvetnega prahu, ki smo jih pridobili z 
različnimi topili, ter BHT v emulziji (AUE); indeksi nad stolpci so primerjani znotraj 
posameznega vzorca ............................................................................................................ 45 
Slika 21: Vsebnost skupnih fenolnih spojin v svežem (CP4) in toplotno obdelanem (CP4-s) 
cvetnem prahu...................................................................................................................... 46 
Slika 22: Vsebnost skupnih flavonoidov v svežem (CP4) in toplotno obdelanem (CP4-s) 
cvetnem prahu...................................................................................................................... 48 
Slika 23: Vsebnost skupnih flavonov in flavonolov v svežem (CP4) in toplotno obdelanem 
(CP4-s) cvetnem prahu ........................................................................................................ 49 
Krebs P. Fenolne spojine in antioksidativni potencial slovenskega cvetnega prahu osmukanca.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2019 
VIII 
Slika 24: Sposobnost lovljenja radikala DPPH· izvlečkov iz svežega (CP4) in toplotno 
obdelanega (CP4-s) cvetnega prahu .................................................................................... 49 
Slika 25: Vsebnost skupnih fenolnih spojin v svežem in skladiščenem cvetnem prahu ..... 51 
Slika 26: Sposobnost lovljenja radikala DPPH· izvlečkov iz svežega in skladiščenega 
cvetnega prahu ..................................................................................................................... 52 
 
  
Krebs P. Fenolne spojine in antioksidativni potencial slovenskega cvetnega prahu osmukanca.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2019 
IX 
KAZALO PREGLEDNIC 
 
Preglednica 1: Oznake, regije ter opis vzorcev svežega cvetnega prahu osmukanca ......... 13 
Preglednica 2: Oznake in opis vzorcev cvetnega prahu osmukanca, pri katerem smo 
določili vpliv ekstrakcijskega topila .................................................................................... 13 
Preglednica 3: Oznake in opis vzorcev cvetnega prahu osmukanca, pri katerem smo 
spremljali vpliv toplotne obdelave ...................................................................................... 14 
Preglednica 4: Oznake in opis vzorcev cvetnega prahu osmukanca, pri katerem smo 
spremljali vpliv skladiščenja ............................................................................................... 14 
Preglednica 5: Volumen izhodne raztopine galne kisline, masna koncentracija galne kisline 
v reakcijski zmesi in povprečna vrednost izmerjenih absorbanc ........................................ 17 
Preglednica 6: Masna koncentracija rutina v reakcijski zmesi in povprečna vrednost  
absorbanc ............................................................................................................................. 19 
Preglednica 7: Volumen izhodne raztopine kvercetina, masna koncentracija kvercetina v 
reakcijski zmesi in povprečna vrednost absorbanc.............................................................. 21 
Preglednica 8: Vsebnost skupnih fenolnih spojin v cvetnem prahu, kjer smo ekstrakcijo 
izvedli z različnimi topili ..................................................................................................... 37 
Preglednica 9: Vsebnost flavonoidov v cvetnem prahu, kjer smo ekstrakcijo izvedli z 
različnimi topili ................................................................................................................... 39 
Preglednica 10: Vsebnost skupnih flavonov in flavonolov v cvetnem prahu, kjer smo 
ekstrakcijo izvedli z različnimi topili .................................................................................. 41 
Preglednica 11: Sposobnost lovljenja radikala DPPH· izvlečkov iz cvetnega prahu, kjer 
smo ekstrakcijo izvedli z različnimi topili ........................................................................... 42 
Preglednica 12: Antioksidativna učinkovitost izvlečkov cvetnega prahu, ki smo jih 
pridobili z različnimi topili, ter BHT v emulziji (AUE) ....................................................... 44 
 
 
  
Krebs P. Fenolne spojine in antioksidativni potencial slovenskega cvetnega prahu osmukanca.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2019 
X 
KAZALO PRILOG 
 
Priloga A: Vsebnost skupnih fenolnih spojin, skupnih flavonoidov, skupnih flavonov in 
flavonolov ter izmerjene vrednosti EC50 v vzorcih spomladanskega in jesenskega cvetnega 
prahu osmukanca 
Priloga B: Vsebnost skupnih fenolnih spojin, skupnih flavonoidov, skupnih flavonov in 
flavonolov ter izmerjene vrednosti EC50 v svežem in toplotno obdelanem cvetnem prahu 
Priloga C: Vsebnost skupnih fenolnih spojin ter izmerjene vrednosti EC50 v svežem in 
skladiščenem cvetnem prahu 
 
  
Krebs P. Fenolne spojine in antioksidativni potencial slovenskega cvetnega prahu osmukanca.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2019 
XI 
OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
A absorbanca 
AOP antioksidativni potencial 
AUE antioksidativna učinkovitost v emulziji 
BHT butiliran hidroksitoluen 
ČZS Čebelarska zveza Slovenije 
DPPH· 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil 
EC50 koncentracija fenolnih spojin, ki za 50 % zniža začetno vsebnost DPPH· 
FC Folin-Ciocalteu reagent 
GA galna kislina 
KV kvercetin 
RU rutin 
sd standardna deviacija 
s.s. suha snov 
γ masna koncentracija 
  
Krebs P. Fenolne spojine in antioksidativni potencial slovenskega cvetnega prahu osmukanca.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2019 
1 
1 UVOD 
 
Cvetni prah osmukanec sestavlja cvetni prah, ki je pomešan z nektarjem in izločki čebel 
(Liang Qian in sod., 2007). Predstavlja nenadomestljivo hrano za čebele, zaradi ugodne 
hranilne sestave pa omogoča uporabo tudi v prehrani ljudi (Lilek, 2014). Cvetni prah je 
naravni proizvod, ki je postal dragocen apiterapevtski izdelek in se vedno bolj uporablja za 
medicinske in prehranske namene, saj vsebuje beljakovine, aminokisline, ogljikove 
hidrate, lipide, vitamine in minerale (Nascimento in Luz, 2018).  
 
Pridobivamo ga v satju, z izkopavanjem iz satnih celic ali s smukanjem. Za pridobivanje 
cvetnega prahu osmukanca se uporabljajo zunanji ali notranji smukalniki. Osmukanec 
čebelar odvzame čebelam s smukalniki, ki imajo nameščeno posebno mrežico, ki čebelam 
iz nožic osmuka kepice cvetnega prahu in ga ujame v zbirni predalček (Lilek, 2014). 
 
Antioksidativni potencial (AOP) se običajno pripisuje aktivnosti antioksidativnih encimov, 
kot tudi vsebnosti nizkomolekularnih antioksidantov, kot so fenolne snovi, karotenoidi, 
tokoferoli in askorbinska kislina (Leja in sod., 2007). AOP čebeljih pridelkov je 
spremenljiv in je na splošno odvisen od vrste in vira rastlin, geografskega porekla, 
podnebnih razmer, predelave in skladiščenja (Kieliszek in sod., 2018). Delovanje 
naravnega antioksidanta pa je odvisno tudi od reakcijskega mehanizma, eksperimentalnih 
pogojev in heterogenosti matriksa, kjer antioksidant učinkuje (Nascimento in Luz, 2018). 
Pri analiziranju in preučevanju prehranskih in terapevtskih lastnosti cvetnega prahu so mu 
dokazali protimikrobno, protiglivno, antioksidativno, antiradiacijsko, kemopreventivno, 
antikancerogeno in protivnetno delovanje (Feas, 2012). Iz cvetnega prahu so izolirali več 
kot 250 biološko aktivnih snovi rastlinskega izvora (Rzepecka-Stojko in sod., 2015). 
Najpomembnejše bioaktivne snovi so fenolne spojine, ki so odgovorne za značilen grenek 
okus in barvo zrnc, ter karotenoidi. Karotenoidi so prav tako pomembni za barvo, kot tudi 
za druge biološke funkcije, kot so: antioksidativna aktivnost, učinkovitost provitamina A in 
krepitev imunskega sistema (Nascimento in Luz, 2018). Cvetni prah se običajno posuši in 
uporablja v farmaciji, kozmetiki in prehrani. Uporablja se v proizvodnji prehranskih 
dopolnil v obliki tablet, kapsul in granulatov, poleg tega pa se iz cvetnega prahu izdeluje 
alkoholne in vodne ekstrakte (Rzepecka-Stojko in sod., 2015). 
Cvetni prah so poimenovali kot »edino popolno živilo«, saj vsebuje vse esencialne 
aminokisline, ki jih človeški organizem potrebuje za svoje delovanje. Njegova sestava pa 
je močno odvisna od botaničnega in geografskega izvora, kot tudi od drugih dejavnikov, 
kot so podnebne spremembe, tip tal in dejavnosti čebelarjev (Feas, 2012). 
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1.1 CILJI NALOGE 
 
− Določiti vsebnost skupnih fenolnih spojin in posameznih podskupin fenolnih spojin ter 
AOP slovenskega cvetnega prahu osmukanca, ki izvira iz različnih regij Slovenije in so 
ga zbrali v spomladanskem in jesenskem obdobju leta 2018. 
 
− Ugotoviti vpliv regije in obdobje zbiranja cvetnega prahu na vsebnost skupnih fenolnih 
spojin in posameznih podskupin fenolnih spojin ter AOP cvetnega prahu. 
 
− Ugotoviti, ali na vsebnost fenolnih spojin in AOP cvetnega prahu vpliva način obdelave 
in shranjevanje. 
 
− Ugotoviti vpliv izbire ekstrakcijskega topila na dobit fenolnih spojin in na AOP 
fenolnih spojin v izvlečku. 
 
− Poiskati povezavo med AOP in skupnimi fenolnimi spojinami, med AOP in skupnimi 
flavonoidi ter med AOP in posameznimi skupinami flavonoidov. 
 
− Ugotoviti, ali obstaja povezava med vrednostmi za AOP, ki ga določimo z različnimi 
metodami. 
 
1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
 
− Predvidevamo, da na vsebnost fenolnih spojin in AOP vpliva obdobje zbiranja cvetnega 
prahu in regija, iz katere izvira. 
 
− Predvidevamo, da na vsebnost fenolnih spojin in AOP cvetnega prahu vpliva način 
obdelave in shranjevanje. 
 
− Predvidevamo, da izbira ekstrakcijskega topila vpliva na dobit ekstrakcije in na AOP. 
 
− Predvidevamo, da obstaja povezava med AOP in skupnimi fenolnimi spojinami, 
skupnimi flavonoidi oziroma posameznimi skupinami flavonoidov. 
 
− Predvidevamo, da obstaja povezava med vrednostmi za AOP, ki ga določimo z 
različnimi metodami.  
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 CVETNI PRAH 
 
Cvetni prah osmukanec je čebelji pridelek rastlinskega izvora, ki se razlikuje po kemijski 
sestavi (Rzepecka-Stojko in sod., 2015). Sestava je močno odvisna od botaničnega in 
geografskega izvora, kot tudi od drugih dejavnikov, kot so podnebne spremembe, tip tal in 
dejavnosti čebelarjev (Feas, 2012). Cvetni prah predstavlja moške reproduktivne celice 
semenskih rastlin, ki se oblikujejo v cvetu (Kieliszek in sod., 2018).  
Čebele obiskujejo cvetove z namenom, da naberejo nektar. Ker pa je njihovo telo pokrito z 
drobnimi dlačicami, se ob obisku cvetja podrgnejo ob prašnike in potresejo s cvetnim 
prahom oz. pelodom. Cvetni prah iz prašnikov nato navlažijo s slino in medičino ter ga 
shranijo v posebne »koške« na zadnjih nogah (Komosinska-Vassev in sod., 2015). Nektar, 
ki ga takšen skupek cvetnega prahu vsebuje do 10 %, je nujno potreben za zlepljanje zrnc 
peloda (Campos in sod. 2008). Čebele ga nato prenesejo v panj, kjer ga odložijo v primerni 
celici v satju. Površino zbranega cvetnega prahu pokrijejo s tanko plastjo medu in voska. 
Nastala snov, imenovana tudi »čebelji kruhek« (slika 1), je podvržena anaerobni 
fermentaciji in ohranja svoje lastnosti zaradi nastajajoče mlečne kisline (Komosinska-
Vassev in sod., 2015). Fermentacija pa ne ščiti cvetnega prahu le pred izgubo lastnosti, 
temveč povzroča tudi nastanek novih sestavin, ki so posledica delovanja encimov 
(Kieliszek in sod., 2018). 
 
Slika 1: Proces nastanka čebeljega kruhka (Kieliszek in sod., 2018) 
 
Čebelja družina na leto porabi približno 30–50 kg cvetnega prahu, saj je le ta poglavitni vir 
beljakovin in drugih snovi, ki jih potrebujejo za svoje preživetje. Čebele potrebujejo pelod 
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tako za vzrejo kot tudi za razvoj. Če primanjkuje cvetnega prahu, čebele potrebne dušikove 
snovi za oskrbo mlade zalege črpajo iz svojega organizma, kar privede do njihove krajše 
življenjske dobe in manjše odpornosti mladih čebel (Lilek, 2014).  
Cvetni prah se z ene rastline na drugo prenaša s pomočjo opraševalcev – žuželk – ali pa s 
pomočjo vetra. Če so opraševalci prisotni v okolju, je za rastlino bolj ugodno, da del svojih 
sokov predela v nektar, kot da oprašitev prepusti vetru in posledično proizvede ogromne 
količine cvetnega prahu. Zato imajo čebele pri opraševanju pomembno vlogo, saj 
prezimujejo v zelo velikem številu in lahko zgodaj spomladi številčno opravljajo svojo 
funkcijo (Hoopingarner in Waller, 1995). 
Zrnca cvetnega prahu se, odvisno od vrste rastlin, razlikujejo po obliki, barvi, velikosti in 
masi. Zrnca so lahko okrogle, cilindrične ali trikotne oblike (Komosinska-Vassev in sod., 
2015). Običajno se pojavljajo v različnih odtenkih rumene, sivo-bele, oranžne, rdečkaste, 
zelenkaste in modre. Razlike v barvi so lahko odvisne tudi od tega, ali so bili cvetovi že v 
celoti odprti ali pa so jih razprle čebele (Kieliszek in sod., 2018).  
Zrnca cvetnega prahu so lahko premera 2,5–250 μm, vsako pa je sestavljeno iz 
vegetativnih in generativnih celic, obdanih z dvojno steno. Notranji del ovoja sestavljata 
predvsem celuloza in pektin, zunanji del pa kompleksni ogljikov hidrat sporopolenin. 
(Denisow in Denisow-Pietrzyk, 2016). Sporopolenin je snov, prisotna tudi v glivah, algah 
in v stenah spor mahu ter praproti. Je izjemno odporna na fizikalne, biološke in kemične 
postopke razgradnje, vključno z acetolizo (Dominguez in sod., 1999). Sporopolenin se v 
prebavilih večine živali ne razgradi in čeprav ima cvetni prah različne biološke učinke, 
njegova nizka biološka razpoložljivost omejuje uporabo v prehrani (Choi in sod., 2016). 
Najbolj zunanji sloj stene cvetnega prahu pa je prevlečen z lipidi in pigmenti (Denisow in 
Denisow-Pietrzyk, 2016).  
 
2.1.1 Pridobivanje cvetnega prahu 
 
V osnovi poznamo dva načina odvzema cvetnega prahu: izkopanec in osmukanec. Pri 
prvem načinu, ki se danes ne uporablja več pogosto, se čebelji družini odvzame sat s 
cvetnim prahom, ki se ga nato koplje iz celic s posebno žličko. Osmukanec pa se pridobiva 
s smukalniki. Obstajata dva tipa smukalnikov – prve se namešča pred žrela, druge pa pod 
panj. Pri drugih je treba cvetni prah pobirati vsak dan, saj je drugače prisotno preveč 
nečistoč. Smukalniki so priprave, pri katerih čebele vstopajo v panj preko ozkih luknjic in 
pri prehodu se del cvetnega prahu ob steni luknjice odtrga iz njihovih nožic. Nato pade v 
zbirno posodo, nad katero je mrežica, ki prepreči, da bi v zbirno posodo padli tudi telesni 
deli čebel ali mrtvice (Hrastelj, 2011).  
Cvetni prah vsebuje večjo količino vode, zato hitro pride do kontaminacije s plesnimi, 
glivami in bakterijami. Da se temu izognemo, ga je treba po zbiranju kmalu obdelati 
Krebs P. Fenolne spojine in antioksidativni potencial slovenskega cvetnega prahu osmukanca.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2019 
5 
(Somerville, 2012). Najboljše sredstvo proti plesnim je vsakodnevno pobiranje, ročno 
odstranjevanje nečistoč in sušenje (Hrastelj, 2011). Ker je v cvetnem prahu veliko koristnih 
beljakovin, se za sušenje uporablja maksimalna temperatura 42 °C (Parvanov in Dinkov, 
2017). Zaželena vsebnost vode za shranjevanje pa je med 2,5 in 6 % (Somerville, 2012). 
Cvetnega prahu ni priporočljivo sušiti na soncu, ker je sam postopek predolg, sanitarni 
pogoji so nižji in prihaja do povečanega mikrobiološkega kvarjenja. V ta namen se 
uporablja postopek sušenja z vročim zrakom, ki med procesom zagotavlja kontrolirane 
pogoje (Barajas in sod., 2012). 
Čebelji cvetni prah se lahko prodaja kot svež ali posušen izdelek, vendar pa je svežega 
obvezno treba skladiščiti pri temperaturah med 5 in 10 °C (Barajas in sod., 2012). Za 
zaščito pred insekti se lahko zaprto posodo s cvetnim prahom zamrzne za 24 do 48 ur in 
nato skladišči v hladilniku (Somerville, 2012). Posušenega je najidealneje vakuumsko 
pakirati, saj se tako najbolje ohrani antioksidativno aktivnost ter prepreči dostop vlage in 
dodatno kontaminacijo (Parvanov in Dinkov, 2017). Parvanov in Dinkov (2017) navajata, 
da v njihovi raziskavi po enoletnem skladiščenju vakuumsko pakiranega cvetnega prahu 
pri temperaturah 0–4 °C ni prišlo do poslabšanja glavnih kakovostnih in varnostnih 
parametrov. 
 
2.1.2 Sestava cvetnega prahu 
 
Cvetni prah vsebuje reducirajoče sladkorje, esencialne aminokisline, nasičene/nenasičene 
maščobne kisline, minerale (cink, baker, železo), visoko razmerje K/Na in pomembne 
količine vitaminov: provitamin A, vitamin E, niacin, tiamin, folna kislina in biotin. 
Količina prehranskih komponent je v veliki meri odvisna od botaničnega izvora (Campos 
in sod., 2010). Predvsem pa je čebelji cvetni prah pomembna funkcionalna hrana v 
prehrani ljudi zaradi velikih vsebnosti spojin, kot so esencialne aminokisline, antioksidanti, 
vitamini in lipidi (Ares in sod., 2018).  
V cvetnem prahu je okoli 70 % snovi biološko aktivnih in dokazano je, da ima hranilne, 
antioksidativne, kardioprotektivne, hepatoprotektivne, protivnetne, protibakterijske, 
antikancerogene, imunostimulativne in antianemične učinke (Rzepecka-Stojko in sod., 
2015). 
Treba se je zavedati, da se vsebnost bioaktivnih spojin v cvetnem prahu s časom zmanjšuje 
in da obdelava svežega cvetnega prahu pred skladiščenjem vpliva na njegovo hranilno in 
funkcionalno vrednost. Zaradi velike vsebnosti vode v svoji sestavi, ga je treba posušiti, da 
se izognemo hitri fermentaciji in kvaru ter mu s tem podaljšamo rok uporabnosti (Ares in 
sod., 2018). 
Vsebnost vode v svežem cvetnem prahu se običajno giblje med 20 in 30 %. Tako visoka 
vsebnost vode pa omogoča hitro rast in razmnoževanje različnih mikroorganizmov, kar 
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vodi v hitro poslabšanje kakovosti. V posušenem cvetnem prahu je vsebnost vode 2–9 %. 
Vsebnost vode je tudi zelo pomemben dejavnik, ki določa količine vseh ostalih 
komponent. Cvetni prah, ki vsebuje manj kot 3 % vode, je s senzoričnega vidika 
nezaželjen, saj lahko povzroči razbarvanje in kemijske reakcije, kot sta Maillardova 
reakcija in oksidacija lipidov, kar povzroči neprijeten vonj in aromo. Povprečna vsebnost 
pepela znaša 1,5–3,2 %, vrednost pH pa 3,8–6,3 (Kieliszek in sod., 2018). 
Cvetni prah je daleč najpomembnejši vir beljakovin in prostih aminokislin. Vsebnost 
beljakovin znaša od 7–35 % in se razlikuje glede na izvorno rastlino (Kieliszek in sod., 
2018). V povprečju vsebuje cvetni prah 22,7 % beljakovin, vključno z 10,4 % esencialnih 
aminokislin, kot so metionin, lizin, treonin, fenilalanin in triptofan. Ti gradniki proteinov 
so življenjskega pomena, saj jih organizem sam ne more sintetizirati (Komosinska-Vassev 
in sod., 2015). 
Velik del predstavljajo tudi ogljikovi hidrati, kot so reducirajoči sladkorji, oligosaharidi in 
polisaharidi, kot sta škrob in prehranska vlaknina. Fruktoza in glukoza sta najbolj 
razširjena reducirajoča sladkorja. Cvetni prah vsebuje 15–60 % ogljikovih hidratov v suhi 
snovi. Na njihovo vsebnost vplivajo rastlinske vrste ter pogoji obdelave in postopek 
pridobivanja cvetnega prahu. Monosaharidi za metabolizem predstavljajo glavni vir 
energije, polisaharidi pa shranjujejo energijo in lahko delujejo kot strukturne komponente 
(Ares in sod., 2018). 
Skupna vsebnost lipidov v cvetnem prahu je zelo raznolika in se v suhi snovi giblje med 1 
in 13 %. Vsebnost lipidov je zelo spremenljiva in odvisna od vsebnosti maščobnih kislin, 
karotenoidov in vitaminov. Med nasičenimi maščobnimi kislinami cvetni prah vsebuje 
miristinsko, stearinsko in palmitinsko kislino, med nenasičenimi pa predvsem 
α-linolensko, linolno in oleinsko kislino (Kieliszek in sod., 2018). Lipidi so pomembne 
hranilne molekule, ki v cvetnem prahu predstavljajo rezervo energije in so potrebne za 
ustrezno delovanje in razvoj celic. Za razgradnjo in sintezo lipidov ljudje uporabljajo 
različne metabolne poti, vendar pa nekaterih bistvenih lipidov ni mogoče sintetizirati in jih 
je potrebno pridobiti iz hrane. Vsebnost lipidov se zelo razlikuje glede na vrsto cvetnega 
prahu (Ares in sod., 2018). 
Fenolne spojine so komponente čebeljega cvetnega prahu, ki določajo njegovo 
antioksidativno aktivnost. Njihova vsebnost znaša 3–5 % in se lahko zelo razlikuje glede 
na izvor surovine. Po strukturi se fenolne spojine v cvetnem prahu delijo na flavonoide in 
fenolne kisline (Rzepecka-Stojko in sod., 2015). 
Tudi minerali in vitamini so dragocene snovi v cvetnem prahu. Cvetni prah vsebuje okoli 
0,7 % vitaminov. Vitamini, topni v vodi (B1, B2, B6 in C), kisline (pantotenska, nikotinska 
in folna kislina), biotin, rutin in inozitol predstavljajo 0,6 % cvetnega prahu. Ostalo so v 
maščobah topni vitamini, kot so provitamin A ter vitamina E in D. Biološko pomembni 
elementi so prisotni v približno 1,6 %. Prevladujejo makroelementi kalcij, fosfor, 
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magnezij, natrij in kalij. Mikroelementi, kot so železo, baker, cink, mangan, silicij in selen, 
predstavljajo okoli 0,2 % cvetnega prahu (Komosinska-Vassev in sod., 2015). Minerali so 
bistveni za pravilno uravnavanje presnovnih poti fizioloških procesov. Njihov ustrezen 
vnos je bistvenega pomena za ohranjanje homeostaze, zaščite celic, funkcionalnosti in 
zdravja (Ares in sod., 2018). 
Cvetni prah pa lahko vsebuje tudi elemente, kot so barij, kadmij, litij, svinec, živo srebro in 
vanadij, ki so običajno posledica uporabe pesticidov, gnojil in drugih kemikalij v 
kmetijstvu. Ti pa lahko vplivajo na presnovo biološko pomembnih mikroelementov (baker, 
cink, železo, mangan, selen), saj z njimi tekmujejo za vezavna mesta v biološkem sistemu 
(Ares in sod., 2018).  
 
2.2 EMULZIJE 
 
Emulzija je heterogen sistem dveh tekočin, ki se med seboj ne mešata. Pri tem je ena 
tekočina razpršena v drugi v obliki majhnih kapljic (Usaid in sod., 2014). Emulzije lahko v 
skladu s tem, kaj je kontinuirna in kaj disperzna faza, razdelimo v emulzijo vode v olju 
(V/O) in emulzijo olja v vodi (O/V). Emulzije torej sestavljajo dispergirana faza, ki 
predstavlja kapljice, kontinuirna faza, v kateri so razpršene kapljice, ter vmesna plast, ki 
obdaja kapljice. Polarne molekule se pretežno nahajajo v vodni fazi in nepolarne v oljni 
fazi, medtem ko se amfifilne molekule pretežno nahajajo v vmesni plasti (Serdaroğlu in 
sod., 2015). 
Mnogo naravnih in predelanih živil je v osnovi emulzija. To so mleko, smetana, maslo, 
margarina, sok, juha, majoneza, smetana za kavo, omaka, sladoled idr. Taka živila imajo 
pomembne razlike v fizikalno-kemijskih lastnostih, senzoričnih lastnostih, kot so videz, 
vonj, okus, aroma in tekstura, ter roku uporabnosti (Serdaroğlu in sod., 2015). Z namenom 
povečanja fizikalne stabilnosti izdelka in doseganja sprejemljivega roka uporabnosti se v 
živilstvu uporabljajo emulgatorji, katerih molekula je sestavljena iz hidrofilnega in 
lipofilnega dela (Usaid in sod., 2014). 
Izbira emulgatorja je odvisna od značilnosti končnega proizvoda, metodologije priprave 
emulzije, količine dodanega emulgatorja, kemijskih in fizikalnih lastnosti posamezne faze 
in od prisotnosti drugih funkcionalnih komponent v emulziji (Usaid in sod., 2014).  
 
2.3 ANTIOKSIDANTI 
 
Antioksidanti se pogosto uporabljajo v prehrani za spodbujanje dobrega zdravja in 
preprečevanje bolezni srca in ožilja. Od sredine 20. stoletja pa se vedno pogosteje 
uporabljajo kot konzervansi za živila (Atta in sod., 2017). Rastline sintetizirajo naravne 
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antioksidante, kot so vitamini in druge naravno prisotne kemijske spojine, ki jih vsebuje 
večina svežih živil. Z namenom podaljšanja roka uporabnosti pa se lahko v živila dodajajo 
sintetični antioksidanti, kot je butiliran hidroksitoluen (BHT). Antioksidanti se razlikujejo 
po svoji sestavi, molekulski masi, fizikalnih in kemijskih lastnostih ter po mehanizmu in 
mestu delovanja (Anbudhasan in sod., 2014).  
Antioksidanti, naravni ali sintetični, so aditivi, ki med postopkom priprave, predelave in 
skladiščenjem zaščitijo sestavine živil pred oksidativnimi spremembami. Zaradi visoke 
stabilnosti in nizke hlapnosti pomagajo ohraniti raven hranil, teksturo, barvo, okus, aromo, 
svežino in funkcionalnost (Wilson in sod., 2017). Antioksidanti se opredeljujejo kot snovi, 
ki upočasnjujejo, preprečujejo ali odstranjujejo oksidacijsko poškodbo ciljne molekule. To 
lahko storijo s stabilizacijo ali deaktivacijo prostih radikalov, preden le-ti reagirajo s 
spojinami v celici (Urquiza-Martinez in Navarro, 2016). Antioksidanti so spojine, ki lahko 
deaktivirajo proste radikale in s tem podaljšajo rok uporabnosti živil, saj zavirajo proces 
peroksidacije lipidov, ki je eden glavnih razlogov za poslabšanje kakovosti živil med 
predelavo in skladiščenjem (Gülçin, 2012). 
Kisik, ki je za življenje nepogrešljiv element, ima lahko v določenih situacijah škodljive 
učinke na človeško telo. Negativni učinki so posledica tvorbe številnih kemijskih spojin, ki 
jim pravimo tudi reaktivne kisikove spojine (ROS) (Anbudhasan in sod., 2014). Te lahko 
nastajajo med aerobnim metabolizmom ali pa razlog za njihov nastanek izvira iz okolja v 
obliki onesnaževanja, dima, sevanja in drog (Urquiza-Martinez in Navarro, 2016). 
Vključujejo vse reaktivne oblike kisika, vključno s kisikovimi radikali in neradikalnimi 
oksidacijskimi sredstvi, ki sodelujejo pri iniciaciji in/ali širjenju verižne reakcije 
(Anbudhasan in sod., 2014). Reaktivne kisikove spojine reagirajo z nukleinskimi kislinami, 
prostimi nukleotidi, beljakovinami, lipidi ter ogljikovimi hidrati in povzročajo poškodbe, 
mutacije, inaktivacijo beljakovin in celično smrt (Urquiza-Martinez in Navarro, 2016).  
Večino živil sestavljajo spojine, ki se zlahka oksidirajo. Lipidi, kot so maščobe, olja in 
voski, so na splošno najbolj nagnjeni k temu. Oksidacija lipidov v živilih, ko so le-ta 
izpostavljena svetlobi, vročini, ionizirajočemu sevanju ali kovinskim ionom, lahko vpliva 
na poslabšanje barve, arome, teksture, kakovosti in varnosti teh živil. Najpogostejši 
oksidanti v bioloških sistemih so prosti radikali. To so atomi, molekule ali ioni z neparnimi 
elektroni v zunanji orbitali. Zato so zelo nestabilni in aktivni v kemijskih reakcijah z 
drugimi molekulami (Atta, 2017). 
 
2.3.1 Delitev antioksidantov glede na naravo in funkcijo 
 
Glede na njihovo naravo lahko antioksidante razvrstimo v dve glavni kategoriji (Urquiza-
Martinez in Navarro, 2016): 
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 Encimski antioksidanti, ki vključujejo superoksid dismutaze, katalaze, glutation 
peroksidaze in glutation reduktaze. 
 Neencimski antioksidanti, ki vključujejo antioksidante z neposrednim delovanjem 
in so izjemno pomembni pri obrambi pred oksidacijskim stresom. Med njih 
prištevamo vitamina E in C, glutation, karotenoide, askorbinsko kislino, fenolne 
spojine ter nekatere prehodne kovine, kot so cink, baker in selen. 
 
Glede na vlogo pa antioksidante delimo na primarne in sekundarne (Butnariu in Grozea, 
2012). Primarni antioksidanti lahko reagirajo z radikali in jih pretvorijo v bolj stabilne 
radikale ali neradikalne produkte. Na ta način prekinjajo verižno radikalsko reakcijo 
oksidacije lipidov. Sekundarni antioksidanti pa lahko zavirajo oksidacijo lipidov z 
različnimi mehanizmi, vključno z vezavo kovinskih ionov, odstranjevanjem kisika, 
razgradnjo hidroperoksidov v neradikalske zvrsti, deaktivacijo singletnega kisika in 
absorbiranjem UV-svetlobe. Nekatere snovi imajo lahko več kot en mehanizem 
antioksidativne aktivnosti in lahko delujejo kot primarni in sekundarni antioksidanti 
(Mishra in Bisht, 2011). 
 
2.3.2 Naravni in sintetični antioksidanti 
 
Antioksidanti so lahko naravno prisotni, lahko pa se jih dodaja v živila z namenom 
preprečevanja oksidacije. Dodani antioksidanti so lahko naravne ali sintetične spojine, 
odvisno od njihove razpoložljivosti in pripravkov (Thorat in sod., 2013). Antioksidanti ne 
morejo popraviti posledic procesa oksidacije, ki se je že pričel, lahko ga le upočasnijo, zato 
jih je nujno potrebno dodajati v sveže izdelke (Abramovič, 2011). 
Koristne učinke živil pripisujemo tudi naravno prisotnim antioksidantom (Thorat in sod., 
2013). Obstaja veliko sestavin v živilih z antioksidativnimi lastnostmi, kot so α-tokoferol, 
γ-tokoferol, tokotrienol, askorbinska kislina, β-karoten, vitamini, encimi, fenolne spojine in 
druge snovi. Poleg tega ima prehrana pomembno vlogo pri vzdrževanju antioksidativnih 
encimov, saj nekatera mikrohranila (selen, baker, železo, mangan ter cink) delujejo kot 
kofaktorji ali pa so vključeni kot del njihovih prostetičnih skupin. Če je vnos mikrohranil 
nezadosten, je posledično obrambni sistem encimov lahko oslabljen (Urquiza-Martinez in 
Navarro, 2016).  
Naravni antioksidanti se nahajajo v surovinah s spremenljivo sestavo, medtem ko 
sintetične antioksidante proizvajajo kot čiste snovi s konstantno sestavo. Uporaba 
sintetičnih antioksidantov je za razliko od naravnih relativno preprosta in ne zahteva 
bistvenih sprememb recepture in pogojev predelave. Količino dodanega naravnega 
antioksidanta je potrebno prilagoditi glede na pridobljene analitične rezultate. Treba je 
upoštevati, da na to vplivajo tudi pogoji predelave, kot so pasterizacija, sterilizacija, vrenje 
in izhlapevanje, kar uničuje nekatere toplotno labilne vitamine in zmanjšuje biološko 
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vrednost beljakovin (Thorat in sod., 2013). Poleg naravnih se za preprečevanje 
oksidativnih sprememb v živilih uporabljajo tudi sintetični antioksidanti, ki so pridobljeni s 
kemijsko sintezo. Med njih prištevamo butiliran hidroksianizol (BHA), terciarni butiliran 
hidroksikinon (TBHQ), butiliran hidroksitoluen (BHT), estre galne kisline in eritorbinsko 
kislino (Thiyam in sod., 2004).  
Velik vir naravnih antioksidantov naj bi bil čebelji cvetni prah in drugi čebelji pridelki, kot 
sta med in propolis (Aličić in sod., 2014). Za antioksidativno učinkovitost so v cvetnem 
prahu odgovorne predvsem spojine s fenolnim značajem, ki imajo sposobnost 
odstranjevanja prostih radikalov. Te spojine predstavljajo predvsem flavonoidi in fenolne 
kisline (Kocot in sod., 2018). Antioksidativni potencial cvetnega prahu je odvisen 
predvsem od njegovega botaničnega in geografskega porekla (Aličić in sod., 2014). 
 
2.4 FENOLNE SPOJINE 
 
Fenolne spojine so sekundarni metaboliti rastlin (Sytar in sod., 2012). Najdemo jih skoraj v 
vseh živilih rastlinskega izvora, glavni vir pa predstavljajo sadje, zelenjava, žita, stročnice 
in oreščki (Derong in sod., 2016). So spojine, sestavljene iz vsaj enega aromatskega obroča 
in ene ali več hidroksilnih skupin, vključno s funkcionalnimi derivati, kot so estri, metil 
etri, glikozidi in drugi (Sytar in sod., 2012). Fenolne spojine se strukturno razlikujejo – od 
preprostih molekul, kot so fenolne kisline, do visoko polimeriziranih spojin, kot so tanini 
(Lima in sod., 2014). Njihova antioksidativna aktivnost je v veliki meri odvisna od njihove 
kemijske strukture (Lourdes Reis Giada, 2013). Fenolne spojine, ki se najpogosteje 
pojavljajo v človeški prehrani, so fenolne kisline, flavonoidi in tanini (Lima in sod., 2014).  
Fenolne spojine so sekundarni metaboliti, ki so pomembni za fiziologijo in celično 
presnovo. Sekundarni metaboliti so strukturno in kemijsko veliko bolj raznoliki od 
primarnih metabolitov in se nanašajo na spojine, ki so prisotne v specializiranih celicah in 
niso nujno potrebne za osnovni fotosintetski ali respiratorni metabolizem, vendar so 
potrebne za preživetje rastlin v okolju (Lattanzio, 2013). V rastlinah so vpletene v številne 
funkcije, kot so vpliv na senzorične lastnosti (barva, aroma, okus, vonj in trpkost), 
strukturo, opraševanje, rast ter razvoj, razmnoževanje in pomagajo pri odpornosti pred 
škodljivci ter plenilci (Lourdes Reis Giada, 2013). Vedno bolj pa postajajo zanimive 
antioksidativne lastnosti fenolnih spojin ter njihova vloga pri preprečevanju različnih 
bolezni, povezanih z oksidativnim stresom, kot so rak, srčno-žilne in nevrodegenerativne 
bolezni (Manach in sod., 2004).  
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2.4.1 Flavonoidi 
 
Flavonoidi so fenolne spojine z nizko molekulsko maso (Lourdes Reis Giada, 2013). 
Danes je znanih več kot 5000 različnih vrst in predstavljajo najpomembnejšo ter največjo 
skupino fenolnih spojin (Aličič in sod., 2014). V naravi so zelo razširjeni, pojavljajo se v 
vseh družinah rastlin, v večjih količinah pa se nahajajo v sadju, zelenjavi, žitih, čaju, kavi, 
kakavu, pivu in rdečem vinu. Glavni razredi flavonoidov vključujejo flavone, flavanone, 
flavanole, antocianidine, izoflavone, dihidroflavonole in kalkone (Valenzuela in sod., 
2003). 
Kemijska narava flavonoidov je odvisna od stopnje hidroksilacije, drugih substitucij in 
konjugacij ter stopnje polimerizacije. Imajo značilen skelet s petnajstimi ogljikovimi 
atomi, razporejenimi v obliki C6-C3-C6 (Yao in sod., 2004). Flavonoidi se med seboj 
razlikujejo po različnih substituentah na obročih A, B in C (slika 2) (Corradini in sod., 
2011). Aromatska obroča B in C nastaneta iz aminokisline fenilalanin, obroč A pa nastane 
po poliketidni poti iz acetil-CoA (Yao in sod., 2004). 
 
Slika 2: Osnovna kemijska struktura flavonoidov (Corradini in sod., 2011) 
 
Flavonoidi so pigmenti, ki so odgovorni za obarvanje cvetov in listov in so pomembni za 
normalno rast, razvoj in obrambo rastlin (Aličič in sod., 2014). Ta razred naravnih fenolnih 
spojin, ki jih človek sam ne more sintetizirati, ima vrsto bioloških lastnosti, ki na biološke 
sisteme delujejo kot antioksidanti (Pereira Calado in sod., 2015). Poleg tega imajo tudi 
protivirusne ter protibakterijske lastnosti, uravnavajo ekspresijo genov in modulirajo 
encimsko delovanje (Kozlowska in Szostak-Węgierek, 2014). Flavonoidi so v hrani 
običajno odgovorni za barvo, okus, preprečevanje oksidacije maščob in zaščito vitaminov 
ter encimov. So toplotno stabilni, vendar s kuhanjem ali cvrtjem izgubijo svojo 
učinkovitost (Yao in sod., 2004).  
Flavoni so ena od pomembnih podskupin flavonoidov, za katere je značilna dvojna vez 
med C-2 in C-3 ter pritrjen B-obroč na C-2 (Jiang in sod., 2016). Glavni vir predstavljajo 
zelena, peteršilj, rdeča paprika, kamilica in meta (Panche in sod., 2016). Flavoni iz rastlin 
so tipično konjugirani kot 7-O-glikozidi (Hostetler in sod., 2017). Kot drugi flavonoidi 
imajo tudi flavoni različne funkcije, ki so prispevale k prilagoditvi rastlin na kopensko 
okolje. Rastline ščitijo pred UV-sevanjem, oksidativnim stresom, rastlinojedci in insekti ter 
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prispevajo k razvoju rastlin. Da lahko izpolnjujejo vse te naloge, flavoni spadajo med 
kemijsko raznolike spojine, kar jim omogočajo modifikacije na ogrodju, ki vključujejo 
hidroksilacijo, O-/C-glikozilacijo, O-metilacijo in acilacijo (Jiang in sod., 2016). 
Flavonoli so flavonoidi s keto skupino in predstavljajo največjo in najpogostejšo 
podskupino flavonoidov v rastlinah (Panche in sod., 2016). So zelo razširjeni v višjih 
rastlinah, kjer se običajno pojavljajo v listih in zunanjih delih rastlin (Corradini in sod., 
2011). Bogat vir predstavljajo čebula, ohrovt, solata, paradižnik, jabolka, jagode, čaj in 
rdeče vino (Panche in sod., 2016). V rastlinah je bilo določenih okrog 450 vrst flavonolov, 
glavni predstavniki pa so kvercetin, kamferol, miricetin in izoramnetin (Corradini in sod., 
2011). V primerjavi s flavoni imajo flavonoli na C-3 hidroksilno skupino (Panche in sod., 
2016). Osnovni kemijski strukturi flavonov in flavonolov sta prikazani na sliki 3. 
 
  
Slika 3: Osnovni kemijski strukturi flavonov in flavonolov (Kumar in Pandey, 2013) 
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3 MATERIAL IN METODE 
3.1 MATERIAL 
 
V raziskavi smo uporabili slovenski cvetni prah osmukanec, ki je bil svež in neposušen. 
Čebelji cvetni prah osmukanec smo dobili s Čebelarske zveze Slovenije (ČZS) in izvira iz 
različnih regij Slovenije. Cvetni prah so zbrali v spomladanskem in jesenskem obdobju leta 
2018, ga homogenizirali in embalirali v plastične vrečke. 
 
V okviru raziskave smo zasledovali vpliv regije in obdobja zbiranja cvetnega prahu. V ta 
namen smo pripravili izvlečke z uporabo ekstrakcijskega topila 96 % etanola (v/v). Zaradi 
poenostavitve pisanja bo v nadaljevanju zapis (v/v) izpuščen. V preglednici 1 so prikazane 
oznake vzorcev ter regije za svež neposušen cvetni prah, ki smo ga dobili s ČZS maja oz. 
septembra.  
 
Preglednica 1: Oznake, regije ter opis vzorcev svežega cvetnega prahu osmukanca 
Oznaka vzorca  Regija Opis vzorca 
SAV1 savinjska  svež – spomladanski vzorec, ekstrakcija s 96 % etanolom 
PN2 primorsko-notranjska svež – spomladanski vzorec, ekstrakcija s 96 % etanolom 
GOR2 gorenjska svež – spomladanski vzorec, ekstrakcija s 96 % etanolom 
ZAS1 zasavska svež – spomladanski vzorec, ekstrakcija s 96 % etanolom 
GOR1 gorenjska svež – spomladanski vzorec, ekstrakcija s 96 % etanolom 
JV1 jugovzhodna Slovenija svež – spomladanski vzorec, ekstrakcija s 96 % etanolom 
PN1 primorsko-notranjska svež – spomladanski vzorec, ekstrakcija s 96 % etanolom 
CP1 osrednja Slovenija svež – jesenski vzorec, ekstrakcija s 96 % etanolom 
CP2 jugovzhodna Slovenija svež – jesenski vzorec, ekstrakcija s 96 % etanolom 
CP3 pomurska svež – jesenski vzorec, ekstrakcija s 96 % etanolom 
CP4 gorenjska  svež – jesenski vzorec, ekstrakcija s 96 % etanolom 
CP5 posavska svež – jesenski vzorec, ekstrakcija s 96 % etanolom 
CP6 osrednja Slovenija svež – jesenski vzorec, ekstrakcija s 96 % etanolom 
 
V okviru raziskave smo zasledovali tudi vpliv ekstrakcijskega topila na dobit ekstrakcije in 
AOP izvlečkov. V ta namen smo izbrali dva vzorca cvetnega prahu iz spomladanskega 
obdobja, – SAV1 in PN1, iz katerih smo pripravili izvlečke s šestimi različnimi 
ekstrakcijskimi topili. Uporabili smo 50 %, 70 % in 96 % etanol, 70 % metanol, 70 % 
aceton in etil acetat. Oznake teh vzorcev so podane v preglednici 2. 
 
Preglednica 2: Oznake in opis vzorcev cvetnega prahu osmukanca, pri katerem smo določili vpliv 
ekstrakcijskega topila 
Oznaka vzorca  Opis vzorca Oznaka vzorca Opis vzorca 
SAV1 50 % etanol ekstrakcija s 50 % etanolom PN1 50 % etanol ekstrakcija s 50 % etanolom 
SAV1 70 % etanol ekstrakcija s 70 % etanolom PN1 70 % etanol ekstrakcija s 70 % etanolom 
SAV1 96 % etanol ekstrakcija s  96 % etanolom PN1 96 % etanol ekstrakcija s  96 % etanolom 
SAV1 70 % metanol ekstrakcija s 70 % metanolom PN1 70 % metanol ekstrakcija s 70 % metanolom 
SAV1 70 % aceton ekstrakcija s 70 % acetonom PN1 70 % aceton ekstrakcija s 70 % acetonom 
SAV1 etil acetat ekstrakcija z etil acetatom PN1 etil acetat ekstrakcija z etil acetatom 
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V okviru raziskave smo zasledovali tudi vpliv toplotne obdelave. To smo spremljali na 
vzorcu CP4, ki je bil zbran v jesenskem obdobju. Pri tem smo zatehtan vzorec za dve uri 
izpostavili temperaturi 90 °C (sušili), nato pa smo izvedli ekstrakcijo s 96 % etanolom. Po 
enakem postopku smo pripravili še izvleček iz toplotno neobdelanega cvetnega prahu. 
Oznaki vzorcev sta prikazani v preglednici 3. 
 
Preglednica 3: Oznake in opis vzorcev cvetnega prahu osmukanca, pri katerem smo spremljali vpliv toplotne 
obdelave 
Oznaka vzorca Opis vzorca 
CP4 svež, ekstrakcija s 96 % etanolom 
CP4-s toplotno obdelan, ekstrakcija s 96 % etanolom 
 
Vpliv skladiščenja smo spremljali na štirih vzorcih cvetnega prahu osmukanca. Vzorce 
ZAS1, PN1 in GOR2, ki so bili pobrani v spomladanskem obdobju, smo skladiščili 2,5 
meseca v hladilniku. Vzorec CP4, ki je bil pobran v jesenskem obdobju, smo skladiščili v 
hladilniku 1 mesec. Pripravili smo izvlečke s 96 % etanolom. V preglednici 4 so podane 
oznake in opis vzorcev cvetnega prahu, pri katerem smo spremljali vpliv skladiščenja. 
 
Preglednica 4: Oznake in opis vzorcev cvetnega prahu osmukanca, pri katerem smo spremljali vpliv 
skladiščenja 
Oznaka vzorca Opis vzorca 
ZAS1 svež 
ZAS1-2m skladiščen 2,5 meseca 
PN1 svež 
PN1-2m skladiščen 2,5 meseca 
GOR2 svež 
GOR2-2m skladiščen 2,5 meseca 
CP4 svež 
CP4-1m skladiščen 1 mesec 
 
3.1.1 Kemikalije in reagenti 
 
Za analizo smo uporabili naslednje kemikalije:  
▪   1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH∙) (Sigma, Nemčija) 
▪   aceton (Merck, Nemčija) 
▪   aluminijev triklorid (Kemijski inštitut, Srbija) 
▪   BHT (Sigma, Nemčija) 
▪   etanol (96 %, Honeywell Riedel-de Haën, Nemčija) 
▪   etil-acetat (Merck, Nemčija) 
▪   Folin-Ciocalteu reagent (Sigma, Nemčija) 
▪   galna kislina (Sigma, Nemčija) 
▪   kloroform (Merck, Nemčija) 
▪   kvercetin (Sigma, Nemčija) 
▪   metanol (Merck, Nemčija) 
▪   natrijev hidroksid (Kemika, Hrvaška) 
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▪   natrijev karbonat (Kemika, Hrvaška) 
▪   natrijev nitrit (Honeywell Riedel-de Haën, Nemčija) 
▪   rutin (Sigma, Nemčija) 
▪   Tween 20 detergent (Merck, Nemčija) 
▪   β-karoten (Sigma, Nemčija) 
 
Vse reagente smo pripravljali z bidestilirano vodo. 
 
3.1.2 Naprave in pribor 
 
Za analizo smo uporabili naslednje naprave in pribor: 
 
Naprave:  
▪   avtomatske pipete 
▪   centrifuga 
▪   magnetno mešalo 
▪   tehtnica 
▪   stresalnik 
▪   hladilnik 
▪   ultrazvočna kopel 
▪   UV-VIS spektrofotometer 
▪   vakumska centrifuga 
▪   vodna kopel 
▪   vrtinčnik 
▪   zamrzovalnik 
▪   rotavapor 
Pribor: 
▪   aluminijasta folija  
▪   čaše 
▪   filter papir (389, premer papirja 125 mm) 
▪   lepilni trak 
▪   lij 
▪   merilni valj 
▪   nastavki za pipete 
▪   plastične centrifugirke 
▪   plastične epice 
▪   plastične epruvete 
▪   plastične kapalke 
▪   plastične kivete 
▪   reagenčne steklenice 
▪   steklena ladjica za tehtanje 
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▪   steklene epruvete 
▪   stojala  
▪   štoparica 
▪   žlička za tehtanje 
 
3.2 METODE 
3.2.1 Priprava vzorca 
 
Vzorce svežega cvetnega prahu, ki so bili pred analizo skladiščeni v hladilniku, smo pred 
ekstrakcijo temperirali 30 min pri sobni temperaturi. 
 
3.2.2 Ekstrakcija 
 
Ekstrakcijo smo za vsak vzorec opravili v treh paralelkah, in sicer tako, da smo v 15 mL 
plastično epruveto natehtali 3,0 g vzorca cvetnega prahu in dodali 9 mL ustreznega topila. 
Za vzorce, navedene v preglednici 1, 3 in 4, smo kot ekstrakcijsko topilo dodali 96 % 
etanol. Z vzorci, navedenimi v preglednici 2, smo opravili ekstrakcijo s 50 % etanolom, 
70 % etanolom, 96 % etanolom, 70 % metanolom, 70 % acetonom in etil acetatom. 
Plastično epruveto smo zaprli, vsebino dobro ročno premešali in postavili na stresalnik s 
hitrostjo 175 obr/min. Vzorce smo pokrili z aluminijasto folijo. Na vsake pol ure smo vse 
plastične epruvete ročno dobro pretresli. Po dveh urah stresanja smo epruvete postavili v 
ultrazvočno kopel za 30 min. Zatem je ponovno sledilo stresanje na stresalniku za 3 ure, 
vmes pa smo na vsako uro vsebino v plastičnih epruvetah ročno pretresli. Po ekstrakciji je 
sledilo filtriranje. Filtrat smo centifugirali 10 min pri 4000 obr/min. Dobljeni supernatant 
smo shranili v hladilnik. 
 
3.2.3 Določanje vsebnosti skupnih fenolnih spojin 
 
Vsebnost skupnih fenolnih spojin smo določali po metodi, ki jo je opisal Gutfinger (1981).  
Metoda s Folin-Ciocalteu reagentom je najpreprostejša in najpogostejša metoda za 
določitev vsebnosti skupnih fenolnih spojin. Osnovni mehanizem temelji na reakciji med 
fenolnimi spojinami in Folin-Ciocalteu reagentom, kjer nastane modro obarvan kompleks 
(Agbor in sod., 2014). Obarvan kompleks smo spektrofotometrično določali z merjenjem 
absorbance pri valovni dolžini 765 nm (A765). 
 
Priprava reagentov: 
 Priprava Folin-Ciocalteu reagenta: 1 mL Folin-Ciocalteu reagenta smo razredčili z 
2 mL bidestilirane vode. 
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 Priprava 20 % (w/v) raztopine natrijevega karbonata (Na2CO3): v 100 mL bučko 
smo zatehtali 20 g Na2CO3 in dopolnili do oznake z bidestilirano vodo. 
 
3.2.3.1 Priprava umeritvene krivulje 
 
Za umeritveno krivuljo smo uporabili galno kislino. Najprej smo pripravili standardno 
raztopino galne kisline. V 200 mL bučko smo zatehtali 22,13 mg monohidrata galne 
kisline (C6H2(OH)3COOH × H2O), ki smo ga raztopili v bidestilirani vodi. Masna 
koncentracija galne kisline v tako pripravljeni raztopini je bila 100 mg/L. Uporabili smo 
različne razredčitve pripravljene izhodne raztopine. K ustreznemu volumnu galne kisline 
smo odmerili destilirano vodo do 200 µL in nadaljevali po postopku za določanje vsebnosti 
skupnih fenolnih spojin v izvlečku. Za vsako razredčitev smo opravili meritev A765 v dveh 
ponovitvah. Slepi vzorec smo pripravili po enakem postopku, le da smo namesto galne 
kisline dodali 96 % etanol. V preglednici so predstavljeni odpipetirani volumni (V) galne 
kisline, vrednosti masne koncentracije galne kisline (γg.k.) v reakcijski zmesi ter povprečne 
vrednosti A765. 
 
Preglednica 5: Volumen izhodne raztopine galne kisline, masna koncentracija galne kisline v reakcijski zmesi 
in povprečna vrednost izmerjenih absorbanc 
 
 
Iz masne koncentracije galne kisline in izmerjene absorbance smo narisali umeritveno 
krivuljo in z linearno regresijo določili smerni koeficient premice, ki je prikazana na sliki 
4. Vrednost koeficienta k je (0,084 ± 0,0373) (mg/L)
-1
 (R
2 
= 0,9886). 
 
 
Slika 4: Umeritvena krivulja z galno kislino 
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V (μL) γ (mg/L) Ā765 ± sd 
20 2 0,2071 ± 0,0005 
40 4 0,4069 ± 0,0134 
60 6 0,5749 ± 0,0197 
80 8 0,7228 ± 0,0189 
100 10 0,8341 ± 0,0047 
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Za določitev vsebnosti skupnih fenolnih spojin v izvlečkih cvetnega prahu smo v 1,5 mL 
plastične epice odpipetirali 0,200 mL raztopine razredčenega izvlečka, dodali 0,125 mL 
Folin-Ciocalteu reagenta ter premešali na vrtinčniku. Po 5 min smo dodali 0,125 mL 20 % 
raztopine Na2CO3 in dopolnili z bidestilirano vodo do 1 mL. Ponovno smo premešali na 
vrtinčniku in centrifugirali 10 min pri 13000 obr/min. Po 40 min od dodatka Folin-
Ciocalteu reagenta smo izmerili A765. Slepi vzorec smo pripravili na enak način, le da smo 
namesto izvlečka dodali 96 % etanol. Vse vzorce smo analizirali v treh paralelkah.  
 
Masno koncentracijo skupnih fenolnih spojin v reakcijski zmesi smo izračunali iz zveze:  
 
       
    
 
 ...(1) 
γR.zm. – masna koncentracija fenolnih spojin v reakcijski zmesi (μg/mL) 
A765 – absorbanca pri valovni dolžini 765 nm 
k – smerni koeficient umeritvene krivulje 
 
Masno koncentracijo fenolnih spojin v izvlečku (γ) smo izračunali tako, da smo masno 
koncentracijo v razredčenem izvlečku pomnožili z ustreznim razredčitvenim faktorjem. 
 
   
             
             
   ...(2) 
VR.zm. – volumen reakcijske zmesi (1 mL) 
Vrazred.izvl. –  volumen odpipetiranega razredčenega izvlečka (200 μL) 
R – razredčitveni faktor 
 
Nato smo izračunali maso fenolnih spojin v izvlečku:  
 
                 ...(3) 
mFS v izvl. – masa v izvlečku 
V – volumen izvlečka (9 mL) 
 
Izračunali smo maso skupnih fenolnih spojin na gram zatehte cvetnega prahu: 
 
   
           
      
 ...(4) 
m – masa skupnih fenolnih spojin v gramu vzorca cvetnega prahu 
mcv.pr.– zatehtana masa vzorca (3 g)  
 
Vsebnost skupnih fenolnih spojin v cvetnem prahu osmukancu smo izrazili v ekvivalentih 
galne kisline kot mg galne kisline na gram suhe snovi cvetnega prahu (mg GA/gs.s.). 
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3.2.4 Določanje vsebnosti skupnih flavonoidov 
 
Princip določanja vsebnosti skupnih flavonoidov z AlCl3 temelji na nastanku kislinsko 
stabilnih kompleksov s keto skupino na C-4 in hidroksilno skupino na C-3 ali C-5. Poleg 
tega tvori kislinsko stabilne komplekse z ortodihidroksilnimi skupinami v A ali B obroču 
flavonoidov (Bag in sod., 2015). Raztopina se pri reakciji obarva rumeno in ima 
absorpcijski maksimum pri valovni dolžini 510 nm. 
 
Priprava reagentov: 
 Priprava 5 % (w/v) raztopine natrijevega nitrita (NaNO2): v 25 mL bučko smo 
zatehtali 1,25 g NaNO2 in do oznake dopolnili z bidestilirano vodo. 
 Priprava 5 % (w/v) raztopine aluminijevega triklorida (AlCl3): v 25 mL bučko smo 
zatehtali 2,26 g heksahidrat aluminijevega klorida (AlCl3 × 6H2O) in do oznake 
dopolnili z bidestilirano vodo. 
 Priprava 1M raztopine NaOH: 2 g NaOH smo zatehtali v 50 mL bučko in do 
oznake zapolnili z bidestilirano vodo. 
 
Umeritveno krivuljo za določanje vsebnosti skupnih flavonoidov smo pripravili z rutinom. 
V 10 mL bučko smo zatehtali 5,44 mg rutin trihidrata (C27H30O16 × 3H2O) in do oznake 
dopolnili s 96 % etanolom. Pripravili smo različne razredčitve izhodne raztopine rutina v 
dveh paralelkah. K 0,25 mL različno razredčenih raztopin smo dodali 1,25 mL 
bidestilirane vode in 0,075 mL 5 % raztopine NaNO2. Po 5 min smo dodali 0,15 mL 5 % 
raztopine AlCl3 in po 6 min od dodatka le te še 0,5 mL 1M NaOH. Do končnega volumna 
3 mL smo dopolnili z destilirano vodo. Po dodatku vsakega reagenta smo vzorce dobro 
premešali na vrtinčniku. Po 30 min od dodatka zadnjega reagenta smo izmerili absorbanco 
pri 510 nm (A510). Slepi vzorec smo pripravili na enak način, le da smo namesto raztopine 
dodali 96 % etanol. Za vsako razredčitev smo opravili meritev A510 v treh ponovitvah. 
 
Preglednica 6: Masna koncentracija rutina v reakcijski zmesi in povprečna vrednost  absorbanc 
γ (mg/L) Ā510 ± sd 
8,3 0,0968 ± 0,0039 
16,7 0,1890 ± 0,0043 
25 0,2882 ± 0,0082 
33,3 0,3876 ± 0,0049 
41,7 0,4910 ± 0,0042 
 
Narisali smo umeritveno krivuljo iz masne koncentracije rutina in A510. Z linearno 
regresijo smo določili smerni koeficient premice. Vrednost smernega koeficienta k je 
(0,0118 ± 0,0035) (mg/L)
-1
 (R
2 
= 0,9998). 
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Slika 5: Umeritvena krivulja z rutinom 
 
Vsebnost skupnih flavonoidov v izvlečkih cvetnega prahu smo določili tako, da smo 
odpipetirali določen volumen izvlečka, dopolnili do 0,25 mL s 96 % etanolom in postopali 
enako kot pri pripravi umeritvene krivulje. Namesto izvlečka smo za slepi vzorec dodali 96 
% etanol. Za vsak izvleček smo opravili meritev A510 v treh ponovitvah. Iz naslednje 
enačbe smo izračunali masno koncentracijo skupnih flavonoidov v reakcijski zmesi: 
 
       
    
 
 ...(5) 
γR.zm. – masna koncentracija skupnih flavonoidov v reakcijski zmesi (μg/mL) 
A510 – izmerjena absorbanca pri 510 nm 
k – smerni koeficient umeritvene krivulje 
 
Nato smo izračunali masno koncentracijo skupnih flavonoidov v izvlečku po enačbi: 
 
  
             
      
 ...(6) 
γ – masna koncentracija skupnih flavonoidov v izvlečku (μg/mL) 
VR.zm. – volumen reakcijske zmesi (3 mL) 
Vizvl. – volumen izvlečka, ki ga odpipetiramo v reakcijsko zmes  
 
Izračunali smo maso skupnih flavonoidov v celotnem izvlečku: 
 
               ...(7) 
mv izvl. – masa skupnih flavonoidov v izvlečku 
V – volumen izvlečka (9 mL) 
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Izračunali smo maso skupnih flavonoidov na gram zatehte: 
 
   
         
       
 ...(8) 
m – masa skupnih flavonoidov v gramu vzorca cvetnega prahu 
mcv.pr. – zatehtana masa vzorca (3 g)  
 
Vsebnost skupnih flavonoidov v vzorcih cvetnega prahu smo izrazili v ekvivalentih rutina 
kot mg rutina na gram suhe snovi cvetnega prahu (mg RU/gs.s.). 
 
3.2.5 Določanje vsebnosti flavonov in flavonolov 
 
Za določitev vsebnosti flavonov in flavonolov v izvlečkih cvetnega prahu smo v steklene 
epruvete odpipetirali določen volumen izvlečka, dopolnili do 0,1 mL s 96 % etanolom, 
dodali 1 mL 96 % etanola, 0,05 mL AlCl3 in s 96 % etanolom dopolnili do 2,5 mL. Po 
dodatku vsakega reagenta smo vzorce dobro premešali na vrtinčniku. Po 30 min od 
dodatka AlCl3 smo izmerili absorbanco pri 425 nm (A425) proti slepemu vzorcu, kjer smo 
namesto izvlečka dodali 96 % etanol. 
 
Umeritveno krivuljo za določitev vsebnosti flavonov in flavonolov smo pripravili s 
kvercetinom. Zatehtali smo 10 mg kvercetina v 10 mL bučko in jo do oznake dopolnili z 
destilirano vodo. Odpipetirali smo različne volumne raztopine kvercetina, dodali 96 % 
etanol do celotnega volumna 100 µL in dodali še 1 mL etanola. Nadaljevali smo po 
opisanem postopku za določanje vsebnosti flavonov in flavonolov v izvlečku. Meritev A425 
smo opravili v treh ponovitvah. 
 
Slepi vzorec smo pripravili po enakem postopku, le da smo namesto raztopine kvercetina 
dodali 96 % etanol. 
 
Preglednica 7: Volumen izhodne raztopine kvercetina, masna koncentracija kvercetina v reakcijski zmesi in 
povprečna vrednost absorbanc 
V[µL] 
  
 
γ [mg/L] Ā 425 ± sd 
10 4 0,3085 ± 0,0081 
20 8 0,5869 ± 0,0134 
30 12 0,8813 ± 0,0067 
40 16 1,1931 ± 0,0059 
50 20 1,5121 ± 0,0124 
 
Iz masne koncentracije kvercetina v reakcijski zmesi in vrednosti A425 smo narisali 
umeritveno krivuljo. Z linearno regresijo smo določili smerni koeficient k (0,0751 ± 
0,0037) (mg/L)
-1
 (R² = 0,9995). 
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Slika 6: Umeritvena krivulja s kvercetinom 
 
Izračunali smo masno koncentracijo skupnih flavonov in flavonolov v reakcijski zmesi po 
enačbi: 
 
       
    
 
 ...(9) 
γR.zm. – masna koncentracija skupnih flavonov in flavonolov v reakcijski zmesi (μg/mL) 
A425 – izmerjena absorbanca pri 425 nm 
k – smerni koeficient umeritvene krivulje 
 
Nato smo izračunali masno koncentracijo skupnih flavonov in flavonolov v izvlečku po 
enačbi: 
 
  
             
      
 ...(10) 
γ – masna koncentracija skupnih flavonov in flavonolov v izvlečku (μg/mL) 
VR.zm. – volumen reakcijske zmesi (2,5 mL) 
Vizvl. – volumen izvlečka, ki ga odpipetiramo v reakcijsko zmes 
 
Izračunali smo maso skupnih flavonov in flavonolov v celotnem izvlečku: 
 
               ...(11) 
mv izvl. – masa skupnih flavonov in flavonolov v izvlečku 
V – volumen izhodnega izvlečka (9 mL) 
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Izračunali smo maso skupnih flavonov in flavonolov na gram zatehte: 
 
   
         
       
 ...(12) 
m  – masa skupnih flavonov in flavonolov v gramu vzorca cvetnega prahu 
mcv.pr. – zatehtana masa vzorca (3 g)  
 
Vsebnost skupnih flavonov in flavonolov v vzorcih cvetnega prahu smo izrazili v 
ekvivalentih kvercetina kot mg kvercetina na gram suhe snovi cvetnega prahu (mg 
KV/gs.s.). 
 
3.2.6 Določanje antioksidativnega potenciala z metodo lovljenja radikala DPPH∙ 
 
Antioksidativni potencial smo določali z uporabo raztopine DPPH∙. Metoda temelji na 
redukciji prostega radikala DPPH∙ z antioksidativnimi spojinami. Pri tem pride do prenosa 
elektrona iz antioksidanta, prisotnega v vzorcu, na DPPH∙. To povzroči spremembo barve 
raztopine iz vijolične v rumeno. Redukcijo reagenta se spremlja spektrofotometrično pri 
valovni dolžini 517 nm (A517) (Rzepecka-Stojko in sod., 2014). 
Raztopino DPPH∙ smo pripravili tako, da smo v ladjico zatehtali 7,88 mg DPPH∙, ga 
kvantitativno prenesli v 200 mL bučko in do oznake dopolnili s 96 % etanolom. 
Najprej smo si pripravili po štiri različne razredčitve vsakega vzorca. V stekleno epruveto, 
ovito z aluminijasto folijo, smo odpipetirali 0,1 mL ustrezno razredčenega izvlečka, dodali 
2,9 mL raztopine DPPH∙, premešali in po 30 min inkubacije pri sobni temperaturi izmerili 
absorbanco. Kontrolni vzorec smo pripravili na enak način, le da smo namesto vzorca 
dodali 96 % etanol. Kot slepi vzorec smo uporabili 96 % etanol. Vsako razredčitev smo 
pripravili v treh paralelkah. 
Delež količine DPPH∙, ki preostane v reakcijski zmesi, smo izračunali po naslednji enačbi: 
 
              
       
      
       ...(13) 
wpreost. DPPH∙ – delež preostalega DPPH∙ radikala v reakcijski zmesi (%) 
Avz 517 – absorbanca vzorca pri valovni dolžini 517 nm  
Ak 517 – absorbanca kontrolnega vzorca pri valovni dolžini 517 nm 
 
Narisali smo diagram odvisnosti wpreost.DPPH∙ od masne koncentracije skupnih fenolnih 
spojin v reakcijski zmesi za vsak vzorec. Z linearno regresijsko analizo smo izračunali 
smerni koeficient (k), s katerim smo izračunali koncentracijo fenolnih spojin, ki zmanjša 
začetno vsebnost DPPH∙ za 50 % (EC50).  
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 ...(14) 
 
3.2.7 Metoda razbarvanja β-karotena 
 
Metoda temelji na oksidaciji linolne kisline, kar ustvarja proste radikale. Prosti radikali 
linolne kisline napadejo nenasičene molekule β-karotena. Posledično se β-karoten oksidira 
in spremeni se struktura molekule. Zato pride do izgube značilne oranžno rdeče barve, kar 
je mogoče spremljati spektrofotometrično (Mariod in sod., 2010). Da reakcijo pospešimo, 
emulzijo inkubiramo pri povišani temperaturi (Abramovič, 2011). 
 
                         ...(15) 
 
Zmanjšanje obsega razbarvanja β-karotena dosežemo z dodatkom antioksidantov. Manjša 
kot je absorbanca, večji je obseg razbarvanega β-karotena in slabša je učinkovitost 
preiskovanih antioksidantov v emulziji (Abramovič, 2011). 
 
Raztopino β-karotena v kloroformu smo pripravili tako, da smo zatehtali 2 mg β-karotena, 
dodali 10 mL kloroforma in dobro premešali. Nato smo pripravili emulzijo z β-karotenom 
tako, da smo v 200 mL bučko odpipetirali 2 mL raztopine β-karotena v kloroformu, dodali 
40 µL linolne kisline, 400 µL emulgatorja Tween 20, previdno premešali ter na rotavaporju 
odparili kloroform. Preostanku po odparevanju smo dodali 50 mL bidestilirane vode in 
vsebino dobro premešali. 
 
Emulzijo za slepi vzorec smo pripravili tako, da smo v 100 mL erlenmajerico dodali 20 µL 
linolne kisline, 200 µL Tween 20 ter 50 mL bidestilirane vode in dobro premešali. Za slepi 
vzorec smo v stekleno epruveto odmerili 5 mL emulzije za slepi vzorec, dodali 200 µL 
96 % etanola in premešali. 
 
Za kontrolni vzorec smo v stekleno epruveto odmerili 5 mL emulzije z β-karotenom, 
dodali 200 µL 96 % etanola in premešali.  
 
Izvlečke smo razredčili s 96 % etanolom do koncentracije fenolnih spojin 100 mg/L. 
Emulzijo z vzorcem smo pripravili tako, da smo v stekleno epruveto odmerili 5 mL 
emulzije z β-karotenom, dodali 200 µL razredčenega izvlečka in premešali. 
 
Vse epruvete smo inkubirali v vodni kopeli pri temperaturi 50 °C. Absorbanco vzorcev in 
kontrolnega vzorca smo pomerili pri valovni dolžini 470 nm pri času t=0, 30 min, 60 min, 
90 min in 120 min.   
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Izračunali smo antioksidativno učinkovitost v emulziji (AUE) po naslednji enačbi: 
 
                                                                       ...(16) 
Avz 470 (t=0) – absorbanca vzorca pri valovni dolžini 470 nm ob času t=0 
Avz 470 (t=x) – absorbanca vzorca pri valovni dolžini 470 nm ob času t=x 
AK 470 (t=0) – absorbanca kontrolnega vzorca pri valovni dolžini 470 nm ob času t=0 
AK 470 (t=x) – absorbanca kontrolnega vzorca pri valovni dolžini 470 nm ob času t=x 
 
3.2.8 Statistična obdelava rezultatov 
 
Vse analize smo izvajali v treh paralelkah. Dobljene rezultate analiz smo zbrali in uredili v 
programu Microsoft Excel 2007. Za vse rezultate smo podali povprečje treh paralelk in po 
sledeči formuli izračunali standardni odklon (SD): 
 
    
       
 
 
 ...(17) 
 
x – i-ta enota vzorca 
  – aritmetična sredina 
N – število meritev 
 
S pomočjo linearne regresije z metodo najmanjših kvadratov smo poiskali povezavo med 
dvema spremenljivkama. Posamezne vzorce smo s programom Excel 2007 med seboj 
primerjali s testom ANOVA. 
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4 REZULTATI Z RAZPRAVO 
 
4.1 VSEBNOST FENOLNIH SPOJIN IN AOP V SVEŽEM CVETNEM PRAHU 
OSMUKANCU 
 
Analize smo opravljali na trinajstih vzorcih svežega cvetnega prahu osmukanca, ki smo jih 
dobili s ČZS. Sedem vzorcev je bilo pobranih v spomladanskem obdobju leta 2018 v 
različnih regijah v Sloveniji, to so primorsko-notranjska, gorenjska, zasavska, savinjska 
regija in jugovzhodna Slovenija. Šest vzorcev jesenskega cvetnega prahu iz leta 2018 pa je 
bilo pobranih v osrednji Sloveniji, jugovzhodni Sloveniji, Pomurju, Posavju in na 
Gorenjskem. Rezultati povprečnih vrednosti skupnih fenolnih spojin, skupnih flavonoidov, 
skupnih flavonov in flavonolov ter izmerjene vrednosti EC50 v vzorcih spomladanskega in 
jesenskega cvetnega prahu osmukanca so priloženi v prilogi A. 
 
4.1.1 Vsebnost skupnih fenolnih spojin v svežem cvetnem prahu 
 
Vsebnost skupnih fenolnih spojin v svežih vzorcih cvetnega prahu osmukanca smo določili 
spektrofotometrično s Folin-Ciocalteu reagentom. Na podlagi podatkov o vsebnosti vode, 
ki so nam jih posredovali s ČZS, smo vse rezultate podali na gram suhe snovi in jih izrazili 
v ekvivalentih galne kisline kot mg GA/gs.s..  
 
Vzorci se glede na vsebnost skupnih fenolnih spojin v glavnem med seboj statistično 
značilno razlikujejo, kar nazorneje prikazuje slika 7. Med vzorcema SAV1 in JV1 ni 
statistično značilne razlike, enako velja za vzorca ZAS1 in GOR1. Vrednosti za skupne 
fenolne spojine se pri vzorcih spomladanskega cvetnega prahu gibljejo od 7,1 do 
12,7 mg GA/gs.s.. Najbolj izstopa vzorec PN1 iz primorsko-notranjske regije, ki vsebuje 
največ fenolnih spojin, temu sledi vzorec GOR2 in še en vzorec iz primorsko-notranjske 
regije - PN2. Najmanj fenolnih spojin smo določili v vzorcih iz jugovzhodne Slovenije in 
savinjske regije. 
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Slika 7: Vsebnost skupnih fenolnih spojin v svežih vzorcih spomladanskega cvetnega prahu 
 
Kot lahko razberemo s slike 8, se tudi v vzorcih jesenskega cvetnega prahu vsebnost 
fenolnih spojin med seboj statistično značilno razlikuje. Med vzorcema CP2 in CP4, ki sta 
bila pobrana v jugovzhodni Sloveniji in na Gorenjskem, pa statistično značilnih razlik ni. 
Vrednosti za fenolne spojine se pri vzorcih jesenskega cvetnega prahu gibljejo med 5,8 in 
24,4 mg GA/gs.s.. Najbolj izstopa vzorec iz osrednje Slovenije (CP6), ki ima največ, in 
vzorec iz Pomurja (CP3), ki ima najmanj fenolnih spojin. 
 
 
Slika 8: Vsebnost skupnih fenolnih spojin v svežih vzorcih jesenskega cvetnega prahu  
 
Glede na rezultate ne moremo sklepati, da na vsebnost skupnih fenolnih spojin vpliva 
regija, v kateri so pobrali vzorec cvetnega prahu, saj se med seboj statistično značilno 
razlikujejo vrednosti za vsebnost skupnih fenolnih spojin v vzorcih iz iste regije. Tako smo 
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za vzorca jesenskega cvetnega prahu iz osrednje Slovenije določili znatno več skupnih 
fenolnih spojin v vzorcu CP6 kot v vzorcu CP1. Podobno velja tudi za vzorca 
spomladanskega cvetnega prahu GOR2 in GOR1 oziroma vzorca PN1 in PN2. Na 
vsebnost skupnih fenolnih spojin pa bi lahko vplivalo botanično poreklo cvetnega prahu. 
 
V primerjavi z vzorci spomladanskega cvetnega prahu imajo vzorci jesenskega cvetnega 
prahu v glavnem večjo vsebnost fenolnih spojin. Le en vzorec iz jesenskega obdobja, 
vzorec CP3, ima manjšo vsebnost skupnih fenolnih spojin od vsebnosti v kateremkoli 
vzorcu iz spomladanskega obdobja. Glede na dobljene rezultate bi lahko sklepali, da 
obdobje zbiranja vpliva na vsebnost fenolnih spojin v cvetnem prahu, saj smo jih v vzorcih 
jesenskega cvetnega prahu v povprečju določili več kot v vzorcih spomladanskega 
cvetnega prahu. To lahko vidimo tudi, če med seboj primerjamo vzorce iz različnega 
obdobja, ki so bili pobrani v isti regiji. V vzorcu spomladanskega cvetnega prahu JV1 iz 
jugovzhodne Slovenije smo namreč določili znatno manj fenolnih spojin kot v vzorcu 
jesenskega cvetnega prahu CP2 iz iste regije. Enako velja za vzorca spomladanskega 
cvetnega prahu GOR1 in GOR2 iz Gorenjske, ki imata manj fenolnih spojin kot vzorec 
jesenskega cvetnega prahu CP4 iz iste regije. 
 
Angelova (2018) je v svoji magistrski nalogi določala vsebnost fenolnih spojin v 
slovenskem cvetnem prahu, ki ga je, enako kot mi, dobila s ČZS. Cvetni prah je bil pobran 
v spomladanskem obdobju leta 2017 v različnih slovenskih regijah. Vsebnost skupnih 
fenolnih spojin v svežih vzorcih se je gibala v območju med 5,2 in 10,8 mg GA/gs.s., kar je 
primerljivo z našimi rezultati za vzorce spomladanskega cvetnega prahu. 
 
Santos Vasconcelos in sod. (2017) so ugotavljali fizikalno-kemijsko sestavo in AOP 
brazilskega cvetnega prahu različnega botaničnega porekla. Raziskavo so izvedli z vzorci, 
ki so jih v sušni sezoni 2008/2009 pridobili iz treh različnih brazilskih regij: gozdnega 
območja, obale in puščave. Iz vsakega čebelnjaka so vsakih 14 dni pobrali 10 vzorcev in 
jih prenesli v laboratorij. Cvetni prah so natehtali, mu dodali 70 % etanol in vse skupaj 
stresali 30 min pri 70 °C. Nato je sledilo centrifugiranje in filtracija. Filtrate so shranili v 
epruvetah pri 6–8 °C. Vsebnost skupnih fenolnih spojin so določili spektrofotometrično s 
Folin-Ciocalteu reagentom in rezultate podali v ekvivalentih galne kisline. Njihovi rezultati 
so pokazali, da največ fenolnih spojin (25,85 mg GA/g) vsebujejo vzorci cvetnega prahu, 
ki so jih pridobili iz sušne puščavske regije, kjer na leto pade najmanj padavin. Povprečna 
temperatura v sušnem obdobju je v vseh treh regijah okoli 30 °C. V vzorcih iz bolj vlažne 
gozdne regije so povprečno določili 18,31 mg GA/g, v vzorcih z obale pa najmanj 
(7,57 mg GA/g), kljub največji povprečni letni količini padavin. V naši raziskavi pa smo 
najmanj fenolnih spojin določili pri vzorcih, ki izvirajo iz regij, za katere so značilne višje 
povprečne temperature in manj padavin.  
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Čeksterytė in sod. (2016) so določali AOP in skupne fenolne spojine v različnih čebeljih 
pridelkih, tudi v cvetnem prahu. Čebelji cvetni prah so zbirali od začetka spomladi do 
sredine julija v Litvi in ga shranjevali v hladilniku. Ekstrakcijo so izvedli z 80 % 
metanolom. Po filtraciji so vzorce evaporirali v vakuumu in ekstrakte shranili do analize v 
hladilniku. Skupne fenolne spojine so določali spektrofotometrično s Folin-Ciocalteu 
reagentom in rezultate podali kot mg GA/gs.s.. V cvetnem prahu so v povprečju določili 
23,3 mg GA/gs.s. fenolnih spojin, kar je primerljivo z našimi rezultati jesenskega cvetnega 
prahu, kjer smo določili med 5,7 mg GA/gs.s. in 25 mg GA/gs.s.. 
 
Morais in sod. (2011) so ugotavljali botanični izvor, vsebnost fenolnih spojin, AOP in 
protimikrobne lastnosti cvetnega prahu iz petih portugalskih naravnih parkov. Čebelji 
cvetni prah so zbirali leta 2009 od meseca januarja do julija. Čebelarji so cvetni prah 
posušili in vzorce shranili v temi na sobni temperaturi. Ekstrakcijo so izvedli z metanolom 
in mešanico 72 ur macerirali pri sobni temperaturi. Vzorce so filtrirali, evaporirali v 
vakuumu in ekstrakte cvetnega prahu shranili v temi pri sobni temperaturi do nadaljnje 
analize. Vsebnost skupnih fenolnih spojin so določali spektrofotometrično s Folin-
Ciocalteu reagentom. Dobljeni rezultati so pokazali, da se je vsebnost fenolnih spojin 
gibala v območju med 10,5 in 16,8 mg GA/gs.s., kar je primerljivo z našimi rezultati. 
Količina fenolnih spojin v cvetnem prahu je odvisna tudi od botaničnega in geografskega 
izvora, s čimer so avtorji pojasnili razlike med vzorci, saj ima vsak park edinstveno 
lokalizacijo.  
 
Fadzilah in sod. (2017) so ugotavljali vsebnost fenolnih spojin, skupnih flavonoidov in 
AOP v etanolnih izvlečkih malezijskega cvetnega prahu. Zatehtali so 10 g čebeljega 
cvetnega prahu, mu dodali 100 ml etanola in vzorce postavili v ultrazvočno kopel za 
90 min. Nato so vzorce centrifugirali in supernatant prefiltrirali. Topilo so evaporirali in 
vzorce liofilizirali 4 dni. Skupne fenolne spojine so določali spektrofotometrično s Folin-
Ciocalteu reagentom. V primerjavi z našimi rezultati so določili precej večje vrednosti, ki 
so se gibale med 33,46 mg GA/gs.s. in 135,93 mg GA/gs.s.. Avtorji so razliko v skupnih 
fenolnih spojinah pripisali različni pripravi vzorcev in razlikam v geografskem ter 
botaničnem izvoru cvetnega prahu. 
 
De-Melo in sod. (2018) so določali fizikalno-kemijske parametre in biološki potencial 
cvetnega prahu iz Brazilije. Cvetni prah so pobirali od decembra 2011 do decembra 2013 v 
štirih brazilskih regijah (severovzhodni, jugovzhodni, južni, osrednji). Vzorce so pred 
analizo sušili pri temperaturah med 40 in 50 °C. Cvetni prah so natehtali, dodali 70 % 
etanol in za 30 min postavili na stresanje v vodno kopel pri 70 °C. Celotno vsebnost 
fenolnih spojin so določili spektrofotometrično z uporabo Folin-Ciocalteau reagenta. 
Največ fenolnih spojin so v povprečju določili v vzorcih iz južne regije (16,2 mg GA/gs.s.), 
najmanj pa v vzorcih iz jugovzhodne regije (12,2 mg GA/gs.s.). V vzorcih iz osrednje regije 
so določili 14,9 mg GA/gs.s. in v vzorcih iz severovzhodne regije 12,6 mg GA/gs.s.. Količina 
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fenolnih spojin v cvetnem prahu je odvisna tudi od botaničnega in geografskega izvora, s 
čimer lahko pojasnimo razlike v vrednostih med različnimi regijami.  
 
4.1.2 Vsebnost skupnih flavonoidov v svežem cvetnem prahu 
 
Vsebnost skupnih flavonoidov v svežih vzorcih cvetnega prahu osmukanca smo določili 
spektrofotometrično z reagentom AlCl3, ki v reakciji s flavonoidi tvori kompleksne 
spojine. Na sliki 9 so podani rezultati za vsebnost skupnih flavonoidov v vzorcih 
spomladanskega cvetnega prahu, ki smo jih izrazili v ekvivalentih rutina kot mg RU/gs.s.. 
 
 
Slika 9: Vsebnost skupnih flavonoidov v svežih vzorcih spomladanskega cvetnega prahu 
 
Vzorci se glede na vsebnost skupnih flavonoidov med seboj ne razlikujejo v taki meri, kot 
se razlikujejo glede vsebnosti skupnih fenolnih spojin. Vrednosti za skupne flavonoide se 
pri vzorcih spomladanskega cvetnega prahu gibljejo med 4,7 in 8,7 mg RU/gs.s.. Najbolj 
izstopa vzorec z Gorenjske (GOR2), ki vsebuje največ flavonoidov. Vzorci SAV1, GOR1, 
JV1 in PN1, med katerimi ni statistično značilne razlike, vsebujejo najmanj skupnih 
flavonoidov. Ob primerjavi slike 7 in slike 9 vidimo, da vzorci z večjo vsebnostjo skupnih 
fenolnih spojin (PN2, GOR2 in ZAS1) vsebujejo tudi največ skupnih flavonoidov. 
 
Vrednosti za skupne flavonoide se pri vzorcih jesenskega cvetnega prahu gibljejo med 
1,1 mg RU/gs.s. in 12,3 mg RU/gs.s.. Kot prikazuje slika 10, se vzorci jesenskega cvetnega 
prahu v glavnem med seboj statistično značilno razlikujejo glede na vsebnost skupnih 
flavonoidov. Izjema sta le vzorca z Gorenjske (CP4) in iz osrednje Slovenije (CP6), med 
katerima statistično značilne razlike ni. Oba vzorca izstopata, saj vsebujeta največ 
flavonoidov, medtem ko smo jih najmanj določili v vzorcu iz Pomurja (CP3). Ob 
primerjavi slike 8 in slike 10 vidimo, da je razvrstitev vzorcev jesenskega obdobja 
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(podobno kot za vzorce spomladanskega obdobja) glede vsebnosti skupnih fenolnih spojin 
enaka razvrstitvi glede vsebnosti skupnih flavonoidov. 
 
 
Slika 10: Vsebnost skupnih flavonoidov v svežih vzorcih jesenskega cvetnega prahu 
 
V primerjavi z vzorci spomladanskega imajo vzorci jesenskega cvetnega prahu v glavnem 
večjo vsebnost skupnih flavonoidov, le vzorec CP3 ima manjšo. Vzorca CP4 in CP6 
vsebujeta 100 % več skupnih flavonoidov kot pa večina vzorcev iz spomladanskega 
obdobja. Glede na dobljene rezultate bi lahko sklepali, da obdobje zbiranja enako kot na 
vsebnost skupnih fenolnih spojin vpliva na vsebnost skupnih flavonoidov v cvetnem prahu. 
V vzorcu jesenskega cvetnega prahu CP2 iz jugovzhodne Slovenije smo namreč določili 
več flavonoidov kot v vzorcu spomladanskega cvetnega prahu JV1 iz iste regije. Enako 
velja za vzorec jesenskega cvetnega prahu CP4 z Gorenjske, ki smo mu določili več 
flavonoidov kot vzorcema spomladanskega cvetnega prahu GOR1 in GOR2. Glede na ta 
opažanja lahko sklepamo, da bi na vsebnost skupnih flavonoidov lahko vplivalo botanično 
poreklo cvetnega prahu. 
 
Angelova (2018) je v svoji magistrski nalogi določala vsebnost skupnih flavonoidov v 
slovenskem cvetnem prahu osmukancu iz leta 2017. Vsebnost skupnih flavonoidov v 
svežih vzorcih spomladanskega cvetnega prahu se je gibala med 5,1 mg RU/gs.s. in 
13,2 mg RU/gs.s., kar je primerljivo z našimi rezultati.  
 
Santos Vasconcelos in sod. (2017) so v primerjavi z našimi rezultati določili večje 
vsebnosti flavonoidov v cvetnem prahu. Največ skupnih flavonoidov so določili v vzorcih, 
ki so jih pobrali iz sušne puščavske regije, kjer na leto pade najmanj padavin. V bolj vlažni 
gozdni regiji so jih določili manj, najmanj pa na obali, kjer je značilna največja letna 
količina padavin.  
Fadzilah in sod. (2017) so vsebnost skupnih flavonoidov določali spektrofotometrično in 
rezultate podali v ekvivalentih kvercetina kot mg KV/gs.s.. V treh vzorcih so določili 
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vsebnost skupnih flavonoidov med 15,28 in 31,80 mg KV/gs.s., kar pa je z našimi rezultati 
nekoliko težje primerjati, saj smo mi rezultate podali v ekvivalentih rutina.  
De-Melo in sod. (2018) so poleg fenolnih spojin določali tudi flavonoide v vzorcih 
cvetnega prahu iz Brazilije, pobranega iz štirih različnih regij. Vsebnost flavonoidov se je 
v vzorcih cvetnega prahu med posameznimi regijami razlikovala, saj so jih določili med 
2,6 in 4,9 mg KV/gs.s.. Avtorji navajajo, da na vsebnost fenolnih spojin in flavonoidov 
vpliva botanični izvor cvetnega prahu. Opazili pa so tudi, da na vsebnost fenolnih spojin in 
flavonoidov vplivajo tudi različni pogoji sušenja cvetnega prahu, ki so jih izvedli čebelarji. 
 
4.1.3 Vsebnost skupnih flavonov in flavonolov v svežem cvetnem prahu 
 
Vsebnost skupnih flavonov in flavonolov v svežih vzorcih cvetnega prahu osmukanca smo 
določili spektrofotometrično. Rezultate vzorcev spomladanskega in jesenskega cvetnega 
prahu smo izrazili v ekvivalentih kvercetina. 
 
Vrednosti za skupne flavone in flavonole se pri vzorcih spomladanskega cvetnega prahu 
gibljejo med 0,63 in 2,58 mg KV/gs.s.. Kot nazorneje prikazuje slika 11, se vrednosti za 
vsebnost skupnih flavonov in flavonolov v glavnem za vse vzorce med seboj statistično 
značilno razlikujejo. Vzorca GOR2 in PN1 po vsebnosti flavonov in flavonolov izstopata, 
saj jih vsebujeta največ (tako kot vsebujeta tudi največ skupnih fenolnih spojin) in med 
njima ni statistično značilne razlike.  
 
 
Slika 11: Vsebnost skupnih flavonov in flavonolov v svežih vzorcih spomladanskega cvetnega prahu 
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Kot nazorneje prikazuje slika 12, se vzorci jesenskega cvetnega prahu med seboj 
statistično značilno razlikujejo glede na vsebnost skupnih flavonov in flavonolov, ki se 
giblje med 0,67 in 2,73 mg KV/gs.s.. Največ smo jih določili v vzorcu CP4 iz gorenjske 
regije, najmanj pa v vzorcu CP3, ki je bil pobran v pomurski regiji. Vsebnost flavonov in 
flavonolov v vzorcih spomladanskega cvetnega prahu je podobna vsebnosti v vzorcih 
jesenskega cvetnega prahu. 
 
 
Slika 12: Vsebnost skupnih flavonov in flavonolov v svežih vzorcih jesenskega cvetnega prahu 
 
Ob primerjavi slik 8, 10 in 12 lahko opazimo naslednje: vzorci CP2, CP4 in CP6 imajo 
največ fenolnih spojin, flavonoidov ter tudi največ flavonov in flavonolov, v vzorcu CP3 
pa smo pri vseh treh analizah dobili najmanjšo vrednost. 
 
LeBlanc in sod. (2009) so določali skupne fenolne spojine, skupne flavone in flavonole in 
AOP v cvetnem prahu iz Sonorske puščave. Čebelji cvetni prah so zbirali od marca do 
novembra, ga posušili pri 50 °C in shranili pri sobni temperaturi v atmosferi dušika. Cvetni 
prah so suspendirali v metanolu, ga za 30 min postavili v ultrazvočno kopel ter nato 
centrifugirali. Metanol so odparili in k ostanku dodali 2 mL vode ter zamrznili. Skupne 
flavone in flavonole so določali spektrofotometrično. V šestih različnih vzorcih so določili 
med 2,66 in 5,48 mg KV/gs.s. skupnih flavonov in flavonolov, kar je nekoliko več, kot smo 
jih določili mi, vendar so tudi skupnih fenolnih spojin določili več.  
 
4.1.4 Sposobnost lovljenja radikala DPPH· 
 
Z metodo lovljenja radikala DPPH· smo določili AOP v svežih vzorcih cvetnega prahu 
osmukanca. Na sliki 13 so grafično podane vrednosti EC50 za vzorce spomladanskega 
cvetnega prahu. 
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Slika 13: Sposobnost lovljenja radikala DPPH· izvlečkov iz svežih vzorcev spomladanskega cvetnega prahu 
 
Vrednosti EC50 se za vzorce spomladanskega cvetnega prahu gibljejo med 8,7 in 
11,8 mg/L. Najboljšo sposobnost lovljenja radikala DPPH· ima vzorec iz jugovzhodne 
Slovenije (JV1), saj ima najmanjšo vrednost EC50. Največjo vrednost EC50, in s tem 
najslabšo sposobnost lovljenja radikala DPPH·, imata vzorca GOR2 in PN1 iz gorenjske in 
primorsko-notranjske regije.  
 
Vrednosti EC50 se za vzorce jesenskega cvetnega prahu gibljejo med 3,9 in 13,0 mg/L. 
Slika 14 nazorneje prikazuje razlike med vzorci. Vzorec iz osrednje Slovenije (CP6) ima 
najboljšo sposobnost lovljenja radikala DPPH·, vzorec CP3 iz Pomurja pa najslabšo.  
 
 
Slika 14: Sposobnost lovljenja radikala DPPH· izvlečkov iz svežih vzorcev jesenskega cvetnega prahu 
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Angelova (2018) je v svoji magistrski nalogi določala tudi AOP v slovenskem cvetnem 
prahu osmukancu, ki so ga zbrali v letu 2017. Vrednosti EC50 za sveže vzorce so znašale 
med 2,4 in 14,8 mg/L, kar je primerljivo z našimi rezultati. 
 
Gabriele in sod. (2015) so določali AOP v treh vzorcih cvetnega prahu iz Toskane in v 
primerjavi z našimi rezultati so dobili precej večje vrednosti EC50, saj so EC50 podali kot 
mg cvetnega prahu/L. Cvetni prah so zbirali med aprilom in julijem leta 2013 in so ga do 
analiz shranili na –20 °C. Aktivnost lovljenja prostih radikalov so določili z uporabo testa 
DPPH. Vrednosti EC50 so znašale med 215,2 in 641,3 mg cvetnega prahu/L. 
 
Suriyatem in sod. (2017) so določali AOP cvetnega prahu iz Tajske in v primerjavi z 
našimi rezultati določili večjo vrednost EC50 (1499 mg/L), saj so tudi oni EC50 podali kot 
mg cvetnega prahu/L.  
 
Če med seboj primerjamo vzorce spomladanskega cvetnega prahu, opazimo, da imata 
vzorca iz jugovzhodne Slovenije in Savinjske regije najboljšo sposobnost lovljenja radikala 
DPPH·, čeprav smo jima določili manj fenolnih spojin v primerjavi z drugimi vzorci. 
Vzorca iz gorenjske (GOR2) in primorsko-notranjske regije (PN1), ki imata največ 
skupnih fenolnih spojin, pa imata največjo vrednost EC50, kar pomeni slabši AOP. Med 
vzorci jesenskega cvetnega prahu smo vzorcu iz osrednje Slovenije (CP6) določili najboljši 
AOP, kot tudi največ fenolnih spojin in skupnih flavonoidov. Najmanjšo sposobnost 
lovljenja radikala DPPH· pa smo določili v vzorcu CP3 iz pomurske regije, ki je vseboval 
tudi najmanj fenolnih spojin. V primerjavi z vzorci jesenskega cvetnega prahu smo v 
vzorcih spomladanskega cvetnega prahu v povprečju določili nekoliko boljši AOP, vendar 
pa med jesenskim izstopata vzorca CP5 in CP6, ki imata znatno manjšo (predvsem CP6) 
vrednost EC50 v primerjavi z vzorci spomladanskega cvetnega prahu. Primerjava vseh treh 
vzorcev iz gorenjske regije pokaže, da imajo podoben AOP, ki znaša okoli 11 mg/L, ne 
glede na letni čas pobiranja. To pa ne velja za vzorca iz jugovzhodne Slovenije, saj smo v 
vzorcu spomladanskega cvetnega prahu JV1 določili boljši AOP kot v vzorcu jesenskega 
cvetnega prahu CP2. 
 
4.1.5 Povezava med posameznimi analiziranimi vrednostmi za sveži cvetni prah 
 
V okviru magistrske naloge smo poskusili poiskati povezavo med posameznimi skupinami 
fenolnih spojin, med AOP in skupnimi fenolnimi spojinami, skupnimi flavonoidi oz. 
posameznimi skupinami flavonoidov. V ta namen smo s pomočjo linearne regresijske 
analize izračunali vrednost Pearsonovega korelacijskega koeficienta (r). Vrednost r
  
za 
povezavo:  
- med skupnimi fenolnimi spojinami in skupnimi flavonoidi je 0,8409, kar pomeni, 
da je povezava močna; 
Krebs P. Fenolne spojine in antioksidativni potencial slovenskega cvetnega prahu osmukanca.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2019 
36 
- med skupnimi fenolnimi spojinami in skupnimi flavoni in flavonoli je 0,6768, kar 
pomeni, da je povezava zmerna; 
- med skupnimi flavonoidi in skupnimi flavoni in flavonoli je 0,7038, kar pomeni, da 
je povezava močna; 
- med EC50 in skupnimi fenolnimi spojinami je -0,5362, kar pomeni, da je povezava 
med AOP in vsebnostjo skupnih fenolnih spojin v cvetnem prahu zmerna (manjša 
EC50 pomeni boljši AOP); 
- med EC50 in skupnimi flavonoidi je -0,4331, kar pomeni, da je povezava med AOP 
in vsebnostjo skupnih flavonoidov zmerna; 
- med EC50 in skupnimi flavoni in flavonoli je 0,0824, kar pomeni, da je povezava 
med AOP in vsebnostjo skupnih flavonov in flavonolov šibka. 
 
4.2 VPLIV EKSTRAKCIJSKEGA TOPILA PRI PRIPRAVI IZVLEČKOV NA 
VSEBNOST FENOLNIH SPOJIN IN AOP CVETNEGA PRAHU OSMUKANCA 
 
V sklopu magistrske naloge smo preučevali, kako vpliva izbira ekstrakcijskega topila na to, 
koliko fenolnih spojin uspemo pridobiti, torej, koliko fenolnih spojin vsebuje izvleček in 
kakšen je AOP, ki ga določimo za ta izvleček cvetnega prahu. Ta del raziskave smo 
opravili na dveh vzorcih, SAV1 in PN1, ki sta bila pobrana v spomladanskem obdobju. 
Ekstrakcijo smo izvedli v treh paralelkah s šestimi različnimi topili: 50 % etanol, 70 % 
etanol, 96 % etanol, 70 % metanol, 70 % aceton in etil acetat. Izvlečki vzorca SAV1, ki 
smo jih pridobili z različnimi topili, so prikazani na sliki 15. Opazimo lahko razliko v 
barvi, čeprav smo v vseh primerih uporabili enako količino cvetnega prahu in topila. 
 
 
Slika 15: Izvlečki vzorca SAV1, pridobljeni z različnimi topili (vrstni red topil, kot je prikazano na sliki: 
50 %, 70 % in 96 % etanol, 70 % metanol, 70 % aceton in etil acetat) 
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4.2.1 Vpliv ekstrakcijskega topila na vsebnost skupnih fenolnih spojin  
 
Preglednica 8 prikazuje, kako izbira ekstrakcijskega topila vpliva na vsebnost fenolnih 
spojin v cvetnem prahu, ki smo jo določili spektrofotometrično s Folin-Ciocalteu 
reagentom. 
 
Preglednica 8: Vsebnost skupnih fenolnih spojin v cvetnem prahu, kjer smo ekstrakcijo izvedli z različnimi 
topili 
Topilo Vzorec 
m ± sd 
(mg GA/gs.s.) 
Vzorec 
m ± sd 
(mg GA/gs.s.) 
50 % etanol SAV1 50 % EtOH 6,7 ± 0,3 PN1 50 % EtOH 11,5 ± 0,4 
70 % etanol SAV1 70 % EtOH 7,7 ± 0,2 PN1 70 % EtOH 12,7 ± 0,3 
96 % etanol SAV1 96 % EtOH 7,2 ± 0,1 PN1 96 % EtOH 12,7 ± 0,2 
70 % metanol SAV1 70 % MeOH 6,1 ± 0,2 PN1 70 % MeOH 10,6 ± 0,1 
70 % aceton SAV1 70 % Aceton 8,3 ± 0,1 PN1 70 % Aceton 13,2 ± 0,1 
etil acetat SAV1 Etil acetat 0,9 ± 0,1 PN1 Etil acetat 1,6 ± 0,1 
 
S slike 16 lahko nazorneje razberemo, da izbira ekstrakcijskega topila vpliva na to, kakšno 
vsebnost fenolnih spojin določimo v vzorcu. Pri obeh vzorcih se je izkazalo, da smo 
največjo količino fenolnih spojin pridobili z uporabo 70 % acetona, najmanjšo pa z etil 
acetatom. Razlike med vrednostmi so v glavnem statistično značilne. Le med izvlečkoma, 
ki smo ju pridobili s 70 % in 96 % etanolom iz vzorca PN1, ni statistično značilnih razlik. 
Takoj za acetonom se je kot učinkovito topilo izkazal 70 % etanol, temu sledi 96 % etanol, 
nekaj manj fenolnih spojin pa smo določili v izvlečkih, ki so pridobljeni s 50 % etanolom. 
Pri ekstrakciji fenolnih spojin iz cvetnega prahu se je 70 % metanol izkazal kot manj 
učinkovito topilo. Je pa v primeru vseh uporabljenih topil vsebnost fenolnih spojin večja v 
vzorcu PN1 kot v vzorcu SAV1. 
 
 
Slika 16: Vsebnost skupnih fenolnih spojin v cvetnem prahu, kjer smo ekstrakcijo izvedli z različnimi topili; 
indeksi nad stolpci so primerjani znotraj posameznega vzorca 
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Carpes in sod. (2007) so ugotavljali AOP, vsebnost fenolnih spojin in antibakterijsko 
aktivnost izvlečkov cvetnega prahu, ki so jih pridobili z zmesjo etanola in vode. Pred 
dodatkom etanola so posušene vzorce zmleli, homogenizirali in jih do analize shranili na 
5 °C. Skupne fenolne spojine so določali s Folin-Ciocalteu reagentom. Večjo količino 
fenolnih spojin so pridobili z ekstrakcijo s 70 % etanolom kot s 90 % etanolom. Najmanj 
pa so jih pridobili s 40 % etanolom. Tudi v naši raziskavi se je 70 % etanol izkazal kot 
učinkovitejše topilo od 50 % etanola in pri vzorcu SAV1 tudi od 96 % etanola. Pri vzorcu 
PN1 pa sta 70 in 96 % etanol enako učinkovita. Večjega števila literaturnih virov o vplivu 
ekstrakcijskega topila na vsebnost skupnih fenolnih spojin v izvlečkih iz cvetnega prahu 
nismo uspeli pridobiti. So pa bile opravljene raziskave na drugih materialih. 
Adaramola in Onigbinde (2016) sta raziskovala vpliv ekstrakcijskega topila na vsebnost 
fenolnih spojin v nageljnovih žbicah. Nageljnove žbice sta predhodno posušila na zraku in 
zmlela. Kot ekstrakcijsko topilo sta uporabila vodo, 80 % metanol in 80 % aceton. Vzorce 
sta macerirala, filtrirala, odparila topilo in s Folin-Ciocalteu reagentom določala vsebnost 
skupnih fenolnih spojin. Ekstrakte sta pred analizo shranila na 4 °C. Največjo vsebnost 
fenolnih spojin sta dobila z 80 % acetonom, sledil je 80 % metanol, najmanj fenolnih 
spojin pa sta določila v vodnem izvlečku. S tem sta dokazala, da se bioaktivne aktivne 
spojine iz nageljnovih žbic najbolje ekstrahirajo z zmesjo acetona in vode. Tudi mi smo 
večjo vsebnost fenolov določili v izvlečku, ki smo ga pridobili s 70 % acetonom kot v 
izvlečku s 70 % metanolom. 
Diem Do in sod. (2014) so ugotavljali vpliv ekstrakcijskega topila na določeno vsebnost 
skupnih fenolnih spojin in flavonoidov v rastlini Limnohila aromatica, ki se v Aziji 
uporablja kot začimba in zdravilna rastlina. Ko so odstranili korenine, so svežo rastlino 
sprali in liofilizirali. Vzorec so nato zmleli v prah, razmastili z uporabo heksana, filtrirali in 
ostanek šest ur sušili v peči pri 50 °C. Zatem so izvedli ekstrakcijo z uporabo različnih 
topil. Skupne fenolne spojine so določali s Folin-Ciocalteu reagentom in rezultate podali 
kot mg GA/gs.s.. Največjo vsebnost fenolnih spojin so določili, če so izvedli ekstrakcijo s 
100 % etanolom (40,5 mg GA/gs.s.), najmanjšo pa v vodnem izvlečku (6,3 mg GA/gs.s.). 
Vrednosti za fenolne spojine glede na uporabljeno ekstrakcijsko topilo padajo v 
naslednjem vrstnem redu: 100 % etanol > 100 % aceton > 75 % aceton > 75 % metanol > 
100 % metanol > 75 % etanol > 50 % etanol > 50 % aceton > 50 % metanol > voda. 
Meneses in sod. (2013) so prav tako raziskovali vpliv ekstrakcijskega topila na vsebnost 
fenolnih spojin v ostankih pivskih tropin, ki so jih pred analizo posušili na 60 °C. 
Ekstrakcijo so izvedli z različnimi topili oz. njihovimi zmesmi z vodo: 80 % 60 %, 40 % in 
20 % metanol, etanol oz. aceton ter etil acetat in voda. S Folin-Ciocalteu reagentom so 
določali fenolne spojine in rezultati so pokazali, da so jih največ ekstrahirali s 60 % 
acetonom (9,9 mg GA/gs.s.), najmanj pa z etil acetatom (2,1 mg GA/gs.s.). Tudi v naši 
raziskavi smo s 70 % acetonom pridobili največ fenolnih spojin, z etil acetatom pa 
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najmanj. Na splošno je bilo najučinkovitejše topilo aceton, sledil je etanol, še manj 
učinkovit je bil metanol, kar je prav tako primerljivo z našimi rezultati. 
 
4.2.2 Vpliv ekstrakcijskega topila na vsebnost skupnih flavonoidov 
 
V preglednici 9 so navedene povprečne vrednosti skupnih flavonoidov za vzorca SAV1 in 
PN1 glede na topilo, ki smo ga uporabili pri ekstrakciji. 
 
Preglednica 9: Vsebnost flavonoidov v cvetnem prahu, kjer smo ekstrakcijo izvedli z različnimi topili 
Topilo Vzorec 
m ± sd 
(mg RU/gs.s.) 
Vzorec 
m ± sd 
(mg RU/gs.s.) 
50 % etanol SAV1 50 % EtOH 3,0 ± 0,1 PN1 50 % EtOH 3,4 ± 0,1 
70 % etanol SAV1 70 % EtOH 4,5 ± 0,2 PN1 70 % EtOH 3,9 ± 0,1 
96 % etanol SAV1 96 % EtOH 4,8 ± 0,2 PN1 96 % EtOH 5,0 ± 0,2 
70 % metanol SAV1 70 % MeOH 3,1 ± 0,2 PN1 70 % MeOH 3,0 ± 0,1 
70 % aceton SAV1 70 % Aceton 4,6 ± 0,3 PN1 70 % Aceton 4,4 ± 0,2 
etil acetat SAV1 Etil acetat ND PN1 Etil acetat ND 
ND: določitev ni bila mogoča. 
 
Pri obeh vzorcih smo ekstrakcijo izvedli s šestimi topili in pri obeh ni bilo mogoče določiti 
skupnih flavonoidov v izvlečkih, ki smo jih pridobili z etil acetatom. Vrednosti za 
flavonoide so bile pri ostalih topilih za oba vzorca podobne in so se gibale med 3,0 in 
5,0 mg RU/gs.s.. Pri obeh vzorcih smo v izvlečkih, ki smo jih pridobili s 70 % in 96 % 
etanolom ter 70 % acetonom, določili večjo vsebnost flavonoidov kot v izvlečkih, ki smo 
jih pridobili s 50 % etanolom in 70 % metanolom. Pri vzorcu SAV1 med omenjenimi tremi 
najučinkovitejšimi topili ni bilo statistično značilnih razlik. Pri vzorcu PN1 pa smo v 
izvlečkih s 70 % acetonom in 96 % etanolom določili statistično značilno več flavonoidov 
kot v izvlečkih s 70 % etanolom. Kot rečeno, smo pri obeh vzorcih manj skupnih 
flavonoidov pridobili in določili v izvlečkih s 50 % etanolom in 70 % metanolom, med 
katerima ni (SAV1) oz. je manjša razlika (PN1), kjer se je 70 % metanol izkazal kot 
najmanj učinkovit. 
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Slika 17: Vsebnost flavonoidov v cvetnem prahu, kjer smo ekstrakcijo izvedli z različnimi topili; indeksi nad 
stolpci so primerjani znotraj posameznega vzorca 
 
Adaramola in Onigbinde (2016) sta poleg fenolnih spojin raziskovala tudi vpliv 
ekstrakcijskega topila na vsebnost skupnih flavonoidov v nageljnovih žbicah. Največjo 
vsebnost flavonoidov pa sta dobila z 80 % acetonom, najmanjšo pa z vodo. 
Meneses in sod. (2013) so prav tako raziskovali vpliv ekstrakcijskega topila na vsebnost 
flavonoidov v ostankih pivskih tropin. Skupne flavonoide so določali z AlCl3. Flavonoide 
so ekstrahirali z acetonom, heksanom, etanolom in metanolom. Določili so, da je etanol, še 
posebej v koncentracijah 60 %, 80 % in 100 %, najučinkovitejše topilo pri ekstrakciji 
flavonoidov, sledita mu 60 % in 80 % aceton, manj učinkovit pa je bil metanol. Največ 
flavonoidov so pridobili z ekstrakcijo z 80 % etanolom (4,61 mg KV/gs.s.), 
Anwar in Przybylski (2012) sta na lanenih semenih spremljala vpliv topila na vsebnost 
skupnih flavonoidov. Očiščena semena so zmleli in jih razmastili z uporabo heksana. Nato 
so zatehtali 20 g semen in dodali 200 mL ustreznega topila (100 % metanol, 80 % metanol, 
100 % etanol in 80 % etanol). Skupne flavonoide so določali spektrofotometrično z AlCl3. 
V njihovi raziskavi sta se kot najustreznejši topili za ekstrakcijo flavonoidov iz lanenih 
semen izkazala 100 % metanol in 80 % etanol, najmanj ustrezen pa je bil 100 % etanol. 
Zhang (2015) je spremljal vpliv topila na vsebnost skupnih flavonoidov v zeleni orehovi 
lupini. Svežo orehovo lupino so pred ekstrakcijo zmleli, ji dodali ustrezno topilo (heksan, 
etil acetat, aceton, metanol, voda) in eno uro stresali na stresalniku. Zmes so centrifugirali 
in pri 40 °C vakuumsko posušili do suhega. Skupne flavonoide so določili z AlCl3. 
Ugotovili so, da na uspešnost ekstrakcije skupnih flavonoidov vpliva ekstrakcijsko topilo. 
Glede na vsebnost flavonoidov so topila razvrstili v naslednji padajoči vrstni red: etanol > 
etil acetat > metanol > aceton > voda > heksan. Ti rezultati so v nasprotju z našimi, kjer 
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smo v izvlečku cvetnega prahu pridobili največ flavonoidov pri ekstrakciji z acetonom, z 
etil acetatom pa določitev niti ni bila možna. 
 
4.2.3 Vpliv ekstrakcijskega topila na vsebnost skupnih flavonov in flavonolov 
 
V preglednici 10 so navedene vrednosti skupnih flavonov in flavonolov za vzorec cvetnega 
prahu SAV1 in PN1, iz katerih smo pripravili izvlečke z različnimi topili. 
 
Preglednica 10: Vsebnost skupnih flavonov in flavonolov v cvetnem prahu, kjer smo ekstrakcijo izvedli z 
različnimi topili 
Topilo Vzorec 
m ± sd 
(mg KV/gs.s.) 
Vzorec 
m ± sd 
(mg KV/gs.s.) 
50 % etanol SAV1 50 % EtOH 0,75 ± 0,01 PN1 50 % EtOH 1,05 ± 0,01 
70 % etanol SAV1 70 % EtOH 0,50 ± 0,02 PN1 70 % EtOH 0,93 ± 0,02 
96 % etanol SAV1 96 % EtOH 0,63 ± 0,01 PN1 96 % EtOH 0,85 ± 0,03 
70 % metanol SAV1 70 % MeOH 0,55 ± 0,03 PN1 70 % MeOH 0,92 ± 0,02 
70 % aceton SAV1 70 % Aceton 0,23 ± 0,01 PN1 70 % Aceton 0,92 ± 0,02 
etil acetat SAV1 Etil acetat 0,19 ± 0,03 PN1 Etil acetat 0,47 ± 0,02 
 
Kot je prikazano na sliki 18, med vrednostmi za vsebnost skupnih flavonov in flavonolov, 
ki smo jih določili po ekstrakciji z različnimi topili, v glavnem obstajajo statistično 
značilne razlike. Pri obeh vzorcih smo največ flavonov in flavonolov ekstrahirali s 50 % 
etanolom, najmanj pa z etil acetatom. V primerjavi z vzorcem SAV1 smo za vzorec PN1 
pri vseh uporabljenih ekstrakcijskih topilih določili več flavonov in flavonolov.   
 
Slika 18: Vsebnost skupnih flavonov in flavonolov v cvetnem prahu, kjer smo ekstrakcijo izvedli z različnimi 
topili; indeksi nad stolpci so primerjani znotraj posameznega vzorca 
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Sklepamo lahko, da je etil acetat najmanj učinkovito in zato najmanj primerno topilo za 
ekstrakcijo tako skupnih fenolnih spojin kot tudi flavonov in flavonolov iz cvetnega prahu, 
saj smo v obeh primerih dosegli najmanjšo dobit. Skupnih flavonoidov v izvlečkih, ki smo 
jih pridobili z etil acetatom, nismo mogli določiti. Za ekstrakcijo in s tem tudi za določanje 
skupnih fenolnih spojin v cvetnem prahu je najbolj primerno topilo 70 % aceton, saj smo v 
tem primeru z njim dosegli največje vrednosti, vendar pa je za določanje flavonov in 
flavonolov manj primerno topilo. Za ekstrakcijo skupnih flavonoidov sta se kot 
najučinkovitejši topili izkazala 96 % etanol in 70 % aceton. 
 
4.2.4 Vpliv ekstrakcijskega topila na sposobnost lovljenja radikala DPPH· 
 
Z metodo lovljenja radikala DPPH· smo določili AOP v izvlečkih cvetnega prahu 
osmukanca, ki smo jih pridobili z različnimi topili (preglednica 11). 
Preglednica 11: Sposobnost lovljenja radikala DPPH· izvlečkov iz cvetnega prahu, kjer smo ekstrakcijo 
izvedli z različnimi topili 
Topilo Vzorec EC50 (mg/L) Vzorec EC50 (mg/L) 
50 % etanol SAV1 50 % EtOH 12,7 ± 0,3 PN1 50 % EtOH 13,9 ± 0,2 
70 % etanol SAV1 70 % EtOH 9,0 ± 0,1 PN1 70 % EtOH 11,3 ± 0,3 
96 % etanol SAV1 96 % EtOH 9,5 ± 0,2 PN1 96 % EtOH 11,8 ± 0,1 
70 % metanol SAV1 70 % MeOH 10,1 ± 0,2 PN1 70 % MeOH 11,8 ± 0,2 
70 % aceton SAV1 70 % Aceton 8,6 ± 0,2 PN1 70 % Aceton 10,5 ± 0,2 
etil acetat SAV1 Etil acetat ND PN1 Etil acetat ND 
ND: določitev ni bila mogoča. 
 
Vrednosti za EC50 posameznih izvlečkov se pri obeh vzorcih cvetnega prahu v glavnem 
med seboj statistično značilno razlikujejo. Na sliki 19 je nazorneje prikazano, da smo pri 
obeh vzorcih cvetnega prahu določili najmanjšo vrednost EC50 za izvlečka, ki smo ju 
pridobili s 70 % acetonom. To pomeni, da imata ta izvlečka v primerjavi z ostalimi 
najboljšo sposobnost lovljenja radikala DPPH·, saj manjša vrednost EC50 pomeni boljši 
AOP. Pri obeh vzorcih cvetnega prahu se je pokazalo, da imata izvlečka, ki smo ju 
pridobili s 50 % etanolom, največjo vrednost EC50 in s tem najslabšo sposobnost lovljenja 
radikala DPPH·. Kot vidimo na sliki 19, je pri vsakem uporabljenem ekstrakcijskem topilu 
EC50 izvlečka iz PN1 večja od EC50 izvlečka iz SAV1, kar pomeni, da je AOP cvetnega 
prahu SAV1 dejansko večji od AOP cvetnega prahu PN1.   
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Slika 19: Sposobnost lovljenja radikala DPPH· izvlečkov iz cvetnega prahu, kjer smo ekstrakcijo izvedli z 
različnimi topili; indeksi nad stolpci so primerjani znotraj posameznega vzorca  
 
Adaramola in Onigbinde (2016) sta raziskovala vpliv ekstrakcijskega topila na vrednost 
EC50 v nageljnovih žbicah. Najmanjšo EC50 sta določila za izvlečke, pridobljene z 80 % 
acetonom, malo večjo za izvlečke, pridobljene z 80 % metanolom, največjo pa za izvlečke, 
pridobljene z vodo. Tudi mi smo za izvlečke z acetonom določili manjšo EC50 kot za 
izvlečke z metanolom. Adaramola in Onigbinde sta z 80 % acetonom ekstrahirala največ 
fenolnih spojin, skupnih flavonoidov ter za te izvlečke določila najmanjšo EC50, kar v 
njunem primeru pomeni, da je 80 % aceton najbolj učinkovito topilo za ekstrakcijo tistih 
spojin, ki so obenem tudi najučinkovitejši lovilci radikala DPPH·.  
Boulekbache-Makhlouf in sod. (2013) so spremljali vpliv topila na AOP jajčevcev z 
določitvijo vrednosti EC50. Za analizo so na lokalnem trgu kupili sveže jajčevce in jim 
odstranili lupino. Lupino so nato štiri dni sušili v sušilniku pri 40 °C in zmleli. Ekstrakcijo 
so izvedli s 70 % metanolom, 70 % etanolom in 70 % acetonom. Največ fenolnih spojin in 
skupnih flavonoidov so pridobili z acetonom, najmanj pa z metanolom. Tudi v naši 
raziskavi smo jih s 70 % acetonom pridobili več kot s 70 % metanolom, ki se je v našem 
primeru pokazal kot eno manj učinkovitih topil. Najmanjšo vrednost EC50 so, podobno kot 
mi, določili za izvlečke s 70 % acetonom, največjo pa za izvlečke s 70 % etanolom.  
Zhang (2015) je spremljal vpliv topila na antioksidativno učinkovitost zelene orehove 
lupine. Z določanjem vrednosti EC50 je ugotovil statistično značilne razlike med AOP 
izvlečkov, ki so bili pridobljeni z različnimi topili. Vrednosti so se gibale med 54,9 μg/mL 
in 143,8 μg/mL. Izvleček z etanolom (54,9 μg/mL) je imel najboljšo sposobnost lovljenja 
radikala DPPH·, sledila sta mu izvlečka z metanolom in acetonom. Med vsemi topili sta 
imela izvlečka z vodo in heksanom največjo vrednost EC50 in s tem najmanjši AOP. 
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V naši raziskavi smo določili, da je tudi za določanje sposobnosti lovljenja radikala DPPH· 
najmanj primerno topilo etil acetat, saj analize sploh ni bilo mogoče izvesti. V našem 
primeru se je 70 % aceton izkazal kot najprimernejše topilo za pridobitev izvlečkov z 
najboljšim AOP in obenem kot najučinkovitejše topilo za ekstrakcijo skupnih fenolov in 
skupnih flavonoidov.  
 
4.2.5 Vpliv ekstrakcijskega topila na sposobnost zaviranja lipidne oksidacije v 
emulziji 
 
V emulziji linolne kisline v vodi smo določali AOP izvlečkov cvetnega prahu, ki so bili 
pripravljeni z različnimi topili. S povišano temperaturo smo pospešili oksidacijo linolne 
kisline in nastanek alkilperoksilnega radikala, ki je v reakciji z β-karotenom povzročil 
njegovo razbarvanje. Ker fenolne spojine reagirajo z alkilperoksilnim radikalom, 
preprečujejo reakcijo med tem radikalom in β-karotenom. Njihovo sposobnost zaviranja 
lipidne oksidacije v emulziji smo določili spektrofotometrično pri valovni dolžini 470 nm. 
Manjša kot je absorbanca, večji je obseg razbarvanega β-karotena in slabša je učinkovitost. 
Učinkovitost izvlečkov za zaviranje oksidacije v emulziji smo izrazili kot AUE. V 
preglednici 12 so podane vrednosti AUE po 120 min inkubacije za BHT ter za izvlečke iz 
vzorcev cvetnega prahu SAV1 in PN1, pri katerih smo izvedli ekstrakcijo z različnimi 
topili. 
Preglednica 12: Antioksidativna učinkovitost izvlečkov cvetnega prahu, ki smo jih pridobili z različnimi 
topili, ter BHT v emulziji (AUE) 
Topilo Vzorec AUE (%) Vzorec AUE (%) 
50 % etanol SAV1 50 % EtOH 45,0 ± 4,1 PN1 50 % EtOH 51,8 ± 6,5 
70 % etanol SAV1 70 % EtOH 48,1 ± 5,9 PN1 70 % EtOH 62,3 ± 5,2 
96 % etanol SAV1 96 % EtOH 47,7 ± 2,0 PN1 96 % EtOH 54,3 ± 4,2 
70 % metanol SAV1 70 % MeOH 54,1 ± 3,9 PN1 70 % MeOH 59,2 ± 7,5 
70 % aceton SAV1 70 % Aceton 45,7 ± 6,8 PN1 70 % Aceton 58,3 ± 4,5 
etil acetat SAV1 Etil acetat ND PN1 Etil acetat 56,9 ± 12,0 
96 % etanol BHT 77,3 ± 6,4   
ND: določitev ni bila mogoča. 
 
Kot je razvidno s slike 20, se AUE izvlečkov med seboj statistično značilno ne razlikuje, 
čeprav so med izvlečki opazne manjše razlike v učinkovitosti pri zaviranju lipidne 
oksidacije v emulziji. Pri obeh vzorcih SAV1 in PN1 se je kot najmanj učinkovit izkazal 
izvleček s 50 % etanolom. Največjo učinkovitost pri vzorcu SAV1 smo določili za 
izvleček, ki je bil pridobljen s 70 % metanolom in pri vzorcu PN1 za izvleček, ki je bil 
pridobljen s 70 % etanolom. V primerjavi s sintetičnim antioksidantom BHT so imeli vsi 
izvlečki manjšo vrednost AUE. 
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Slika 20: Antioksidativna učinkovitost izvlečkov cvetnega prahu, ki smo jih pridobili z različnimi topili, ter 
BHT v emulziji (AUE); indeksi nad stolpci so primerjani znotraj posameznega vzorca 
 
Cheng in sod. (2016) so prav tako ugotavljali vpliv ekstrakcijskega topila na 
antioksidativne lastnosti izvlečkov iz listov rastline Cosmos caudatus, ki se v tropskih 
državah pogosto uporablja kot zdravilna rastlina. Liofilizirane liste so zmleli v prah in jih 
do analize shranili pri –20 °C. Ekstrakcijo so izvedli s štirimi različnimi ekstrakcijskimi 
topili: 100 % metanol, 50 %, 95 % in 100 % etanol. Vsi izvlečki so bili sposobni inhibirati 
razbarvanje β-karotena, največjo stopnjo inhibicije pa je imel metanolni izvleček. 
Učinkovitost izvlečkov pri zaviranju lipidne oksidacije se je zmanjševala v naslednjem 
vrstnem redu: 100 % metanol > 50 % etanol > 100 % etanol > 95 % etanol. Tudi v naši 
raziskavi smo največjo učinkovitost dokazali s 70 % metanolom.  
V naši raziskavi smo pri obeh vzorcih cvetnega prahu določili, da so v izvlečkih, ki smo ju 
pridobili s 70 % metanolom oz. 70 % etanolom, prisotni antioksidanti, ki so v primerjavi z 
ostalimi bolj učinkoviti pri zaviranju lipidne oksidacije v emulziji, vendar pa niso najbolj 
učinkoviti lovilci radikala DPPH·. Pri tem pa se je 70 % metanol izkazal kot manj 
učinkovito topilo pri ekstrakciji skupnih fenolov in posameznih skupin. Vrednost 
Pearsonovega korelacijskega koeficienta med EC50 in AUE znaša 0,2522. To pomeni, da je 
povezava med vrednostmi AOP, ki smo jih določili z različnima metodama, šibka.  
 
V emulziji je učinkovitost antioksidanta odvisna od njegove sposobnosti lovljenja 
radikalov, koncentracije antioksidanta, porazdelitve antioksidantov med lipidno in vodno 
fazo ter od lastnosti emulzije. Porazdelitev antioksidantov med lipidno in vodno fazo je 
odvisna od njihove polarnosti, saj se bolj polarni antioksidanti v manjši meri porazdelijo v 
lipidno fazo in zato manj reagirajo s prostimi radikali, ki nastanejo prav v lipidni fazi. 
Posledično polarni antioksidanti v manjši meri zavirajo lipidno oksidacijo v primerjavi z 
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nepolarnimi antioksidanti, ki se v večji meri nahajajo v lipidni fazi, kjer lahko reagirajo s 
prostimi radikali in zavirajo proces lipidne oksidacije (Abramovič, 2011). Z bolj polarnim 
topilom naj bi torej ekstrahirali več polarnih antioksidantov. Zato bi pričakovali, da bodo 
taki izvlečki v emulziji manj učinkoviti. V našem primeru smo s 70 % metanolom oz. 70 % 
etanolom določili večjo učinkovitost pri zaviranju lipidne oksidacije v emulziji, kar je v 
nasprotju s pričakovanji, saj sta obe topili v primerjavi s 70 % acetonom in etil acetatom 
bolj polarni.   
 
4.3 VPLIV TOPLOTNE OBDELAVE CVETNEGA PRAHU NA FENOLNE SPOJINE 
IN AOP  
 
Združeni rezultati povprečnih vrednosti skupnih fenolnih spojin, skupnih flavonoidov, 
skupnih flavonov in flavonolov ter izmerjene vrednosti EC50 v svežem in toplotno 
obdelanem cvetnega prahu so priloženi v prilogi B. 
4.3.1 Vpliv toplotne obdelave cvetnega prahu na vsebnost fenolnih spojin  
 
Vpliv toplotne obdelave cvetnega prahu na vsebnost fenolnih spojin smo spremljali na 
vzorcu CP4, ki je bil zbran v jesenskem obdobju.  
 
Slika 21 nazorneje prikazuje, da se vsebnost skupnih fenolnih spojin v vzorcih CP4 in 
CP4-s statistično značilno razlikuje. V vzorcu, ki smo ga izpostavili 2-urni toplotni 
obdelavi pri 90 ºC, je vsebnost fenolnih spojin približno 10 % manjša od vsebnosti v 
svežem. 
 
Slika 21: Vsebnost skupnih fenolnih spojin v svežem (CP4) in toplotno obdelanem (CP4-s) cvetnem prahu 
 
Cinkmanis in sod. (2017) so spremljali vpliv liofilizacije in toplotne obdelave pri 42 °C v 
konvekcijskem sušilniku na AOP, skupne fenolne spojine in skupne flavonoide v čebeljem 
cvetnem prahu. Ekstrakcijo, ki je potekala eno uro, so izvedli z metanolom. Vsebnost 
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skupnih fenolnih spojin so določili spektrofotometrično s Folin-Ciocalteu reagentom in 
rezultate podali kot mg GA/100 gs.s.. V toplotno neobdelanem vzorcu so določili 
62 mg GA/100 gs.s., v toplotno obdelanem 57 mg GA/100 gs.s. in v liofiliziranem 
54 mg GA/100 gs.s.. Iz teh rezultatov lahko sklepamo, da je toplotna obdelava vplivala na 
približno 10 % zmanjšanje fenolnih spojin, kar je v skladu z našimi rezultati. 
Zuluaga-Dominguez in sod. (2018) so izvedli študijo, s katero so ocenjevali vpliv toplotne 
obdelave cvetnega prahu. Cvetni prah so pobrali na območju Kolumbije. Za toplotno 
obdelavo so uporabili sušilnik z vročim zrakom pri treh različnih temperaturah: 40, 50 in 
60 °C. S predhodnimi testi so ugotovili, da je 6 ur sušenja dovolj, da dosežejo končno 
vsebnost vode pod 8 %. Ugotovili so, da sama temperatura sušenja ni imela pomembnega 
učinka. Vsebnost skupnih fenolnih spojin v svežem cvetnem prahu je znašala 15,0 mg 
GA/gs.s., v toplotno obdelanih pa 23,1–23,5 mg GA/gs.s., kar je v nasprotju z našimi 
rezultati. 
Kayacan in sod. (2018) so ugotavljali vpliv toplotne obdelave z vročim zrakom na 
bioaktivne spojine ter barvo cvetnega prahu. Svež cvetni prah so pridobili v Turčiji in ga 
do analize shranili pri –18 °C. Toplotno obdelavo so izvedli z vročim zrakom pri treh 
temperaturah (40, 45 in 50 °C) in prekinili, ko so dosegli vsebnost vode pod 8 %. V 
svežem cvetnem prahu so določili vsebnost skupnih fenolnih spojin 11,8 mg GA/gs.s., v 
toplotno obdelanem pa 5,6-6,7 mg GA/gs.s.. Glede na njihove rezultate bi lahko sklepali, da 
toplotna obdelava cvetnega prahu zmanjša vsebnost fenolnih spojin.  
 
4.3.2 Vpliv toplotne obdelave na vsebnost skupnih flavonoidov ter flavonov in 
flavonolov v cvetnem prahu 
 
Poleg vpliva toplotne obdelave cvetnega prahu na vsebnost skupnih fenolnih spojin smo v 
naši raziskavi ugotavljali tudi vpliv na vsebnost skupnih flavonoidov ter flavonov in 
flavonolov v cvetnem prahu osmukancu.  
Kot lahko nazorneje vidimo na sliki 22, se je vsebnost skupnih flavonoidov s toplotno 
obdelavo zmanjšala za več kot polovico. 
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Slika 22: Vsebnost skupnih flavonoidov v svežem (CP4) in toplotno obdelanem (CP4-s) cvetnem prahu 
 
Tako kot mi v naši raziskavi so tudi Cinkmanis in sod. (2017) ugotovili, da toplotna 
obdelava negativno vpliva na vsebnost skupnih flavonoidov v cvetnem prahu. Največ so 
jih določili v svežem vzorcu (196 mg KV/100 gs.s.), manj pa v toplotno obdelanem 
(165 mg KV/100 gs.s.) in v liofiliziranem cvetnem prahu (154 mg KV/100 gs.s.).  
Zuluaga-Dominguez in sod. (2018) so prav tako ugotavljali vpliv toplotne obdelave na 
skupno vsebnost flavonoidov v cvetnem prahu. Največ flavonoidov so ekstrahirali iz 
cvetnega prahu, ki je bil šest ur sušen pri 60 °C (7,70 mg KV/gs.s.), najmanj pa iz svežega 
cvetnega prahu (4,99 mg KV/gs.s.), kar se ne sklada z našimi rezultati.  
Kayacan in sod. (2018) so ugotovili, da sušenje z vročim zrakom in vakuumsko sušenje 
vplivata na zmanjšanje vsebnosti skupnih flavonoidov v cvetnem prahu. V svežem vzorcu 
so določili 2,58 mg KA/gs.s.. Zmanjšanje je bilo večje pri vzorcih, ki so bili sušeni z vročim 
zrakom, pri čemer so v vzorcu, ki je bil posušen pri 50 °C, določili 1,30 mg KA/gs.s.. Kot 
najbolj optimalna temperatura pri vakuumskem sušenju se je v njihovem primeru izkazala 
45 °C, saj se je pri tej temperaturi ohranilo največ skupnih flavonoidov (1,95 mg KA/gs.s.), 
kar pa je vseeno manj kot v svežem vzorcu. 
Tudi vsebnost flavonov in flavonolov se je s toplotno obdelavo zmanjšala, kar lahko 
razberemo s slike 23. Ta razlika ni tako velika, vendar pa je statistično značilna. 
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Slika 23: Vsebnost skupnih flavonov in flavonolov v svežem (CP4) in toplotno obdelanem (CP4-s) cvetnem 
prahu 
 
4.3.3 Vpliv toplotne obdelave na sposobnost lovljenja radikala DPPH· 
 
Z metodo lovljenja radikala DPPH· smo ugotavljali, kako toplotna obdelava vpliva na 
AOP cvetnega prahu. Rezultati povprečnih vrednosti treh ponovitev za EC50 so prikazani 
na sliki 24. 
V našem primeru smo ugotovili, da toplotna obdelava vpliva na poslabšanje AOP v vzorcu 
CP4, saj smo v toplotno obdelanem določili večjo vrednost EC50, ki se statistično značilno 
razlikuje od EC50 za sveži vzorec. 
 
 
Slika 24: Sposobnost lovljenja radikala DPPH· izvlečkov iz svežega (CP4) in toplotno obdelanega (CP4-s) 
cvetnega prahu 
 
Kayacan in sod. (2018) so določali AOP cvetnega prahu. Tako kot mi so tudi oni ugotovili, 
da je toplotna obdelava povzročila zmanjšanje AOP. Raziskavo so izvajali z dvema 
metodama sušenja pri treh različnih temperaturah, njihovi rezultati pa so pokazali, da način 
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in temperatura sušenja nista vplivala na končne rezultate, saj med vsemi toplotno 
obdelanimi vzorci ni bilo statistično značilnih razlik.  
V naši raziskavi smo določili, da je toplotna obdelava cvetnega prahu pri 90 °C vplivala na 
zmanjšanje skupnih fenolnih spojin, v veliki meri na zmanjšanje skupnih flavonoidov in v 
manjši meri na vsebnost skupnih flavonov in flavonolov. To pomeni, da je pri dani 
temperaturi prišlo do pretvorbe oz. razgradnje fenolnih spojin oz. flavonidov v druge 
spojine. Pri tem so se kot bolj temperaturno občutljive izkazale spojine, ki spadajo v 
skupino flavonoidov, vendar ne spadajo med flavone in flavonole, saj so se slednji izkazali 
za dokaj stabilne spojine. Ker se je vsebnost skupnih flavonoidov opazno zmanjšala ob ne 
tako izrazitem zmanjšanju vsebnosti skupnih fenolnih spojin, sklepamo, da se med 
postopkom toplotne obdelave flavonoidi pretvorijo v strukturno drugačne spojine, ki 
spadajo med fenolne spojine in jih uspemo s Folin-Ciocalteujevo metodo določiti. Prav 
tako smo v toplotno obdelanem vzorcu določili večjo vrednost EC50, kar pomeni, da 
toplotna obdelava vpliva na poslabšanje AOP. To kaže, da so spojine, ki so se med 
toplotno obdelavo pretvorile, pomembno prispevale k AOP svežega cvetnega prahu. 
 
4.4 VPLIV SKLADIŠČENJA CVETNEGA PRAHU NA FENOLNE SPOJINE IN AOP  
 
Rezultati povprečnih vrednosti skupnih fenolnih spojin ter izmerjene vrednosti EC50 v 
svežem in skladiščenem cvetnem prahu so priloženi v prilogi C. 
4.4.1 Vpliv skladiščenja cvetnega prahu na vsebnost fenolnih spojin 
 
Vpliv skladiščenja smo spremljali na štirih vzorcih cvetnega prahu osmukanca. Iz svežih 
vzorcev ZAS1, PN1 in GOR2, ki so bili pobrani v spomladanskem obdobju, smo pripravili 
izvlečke s 96 % etanolom in jim določili skupne fenolne spojine in AOP (rezultati za sveže 
vzorce so podani v poglavju 4.1). Po 2,5 meseca skladiščenja cvetnega prahu v hladilniku 
smo prav tako opravili ekstrakcijo s 96 % etanolom in določili fenolne spojine in AOP. 
Vzorec CP4, ki je bil pobran v jesenskem obdobju, pa smo skladiščili v hladilniku 1 mesec.  
 
Kot je razvidno s slike 25, se vsebnost fenolnih spojin v spomladanskem cvetnem prahu 
med skladiščenjem ni bistveno spremenila (vzorca ZAS1 in GOR2), saj med svežim in 
skladiščenim ni statistično značilnih razlik oziroma se je le nekoliko zmanjšala (vzorec 
PN1). Vzorec iz jesenskega obdobja CP4 vsebuje po skladiščenju okoli 10 % manj 
fenolnih spojin, čeprav je bil skladiščen v hladilniku le en mesec.  
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Slika 25: Vsebnost skupnih fenolnih spojin v svežem in skladiščenem cvetnem prahu 
 
Rzepecka-Stojko in sod. (2012) so spremljali vpliv skladiščenja izvlečka cvetnega prahu na 
vsebnost skupnih fenolnih spojin. Cvetni prah so zmleli in opravili ekstrakcijo s 
50 % etanolom pri sobni temperaturi. Po ekstrakciji so vzorec filtrirali z uporabo vodne 
črpalke. Filtrat so centrifugirali in supernatant posušili pri 38 °C. Suhi preostanek so 
stehtali in raztopili v 50 % etanolu in ta izvleček skladiščili 12 mesecev pri različnih 
pogojih: v hladilniku (4–8 °C), v temi pri sobni temperaturi in na svetlobi pri sobni 
temperaturi. Vsebnost fenolnih spojin se je po 12-mesečnem skladiščenju zmanjšala pri 
vseh treh načinih shranjevanja. Rezultati študije so pokazali, da so bile najmanjše 
spremembe v vsebnosti fenolnih spojin po skladiščenju v hladilniku pri 4–8 °C. Najmanj 
fenolnih spojin pa se je ohranilo po skladiščenja na svetlobi pri sobni temperaturi. 
 
4.4.2 Vpliv skladiščenja na sposobnost lovljenja radikala DPPH· 
 
Na vzorcih cvetnega prahu ZAS1, PN1, GOR2 in CP4 smo prav tako spremljali, kako 
skladiščenje vpliva na AOP.  
Na sliki 26 lahko vidimo, da se je pri vzorcih GOR2 in CP4 med skladiščenjem AOP 
statistično značilno zmanjšal, pri vzorcih ZAS1 in PN1 pa se statistično značilno ni 
spremenil. Največje zmanjšanje AOP je opazno pri jesenskem vzorcu CP4, ki smo ga 
skladiščili le 1 mesec, kar sovpada z rezultati za skupne fenolne spojine, saj smo jih v 
skladiščenem vzorcu določili manj kot v svežem. 
 
0 
2 
4 
6 
8 
10 
12 
14 
16 
ZAS1 ZAS1-2m PN1 PN1-2m GOR2 GOR2-2m CP4 CP4-1m 
vzorec ZAS1 vzorec PN1 vzorec GOR2 vzorec CP4 
Sk
u
p
n
e 
fe
n
o
ln
e 
sp
o
jin
e 
 (
m
g 
G
A
/g
s.
s.
) 
a a 
b a a a 
b 
a 
Krebs P. Fenolne spojine in antioksidativni potencial slovenskega cvetnega prahu osmukanca.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2019 
52 
 
Slika 26: Sposobnost lovljenja radikala DPPH· izvlečkov iz svežega in skladiščenega cvetnega prahu 
 
Rzepecka-Stojko in sod. (2014) so spremljali tudi vpliv skladiščenja na AOP cvetnega 
prahu in ugotovili zmanjšanje AOP po 12-mesečnem skladiščenju, kar se odraža v 
povečanju vrednosti EC50. Tudi v našem primeru je po skladiščenju pri dveh vzorcih prišlo 
do manjšega zmanjšanja AOP cvetnega prahu. Vendar do tako velikega povečanja 
vrednosti EC50 med skladiščenjem, kot poročajo Rzepecka-Stojko in sod. (2014), pri nas ni 
prišlo, kar je lahko posledica tudi različnega časa skladiščenja cvetnega prahu in različne 
priprave izvlečkov.  
 
V naši raziskavi smo pokazali, da skladiščenje cvetnega prahu v hladilniku nima velikega 
vpliva na vsebnost skupnih fenolnih spojin, saj se njihova vsebnost po skladiščenju ni 
bistveno spremenila, le pri jesenskem vzorcu smo določili manjšo vsebnost. Enako velja za 
AOP, ki se med skladiščenjem pri spomladanskih vzorcih ni bistveno spremenil, pri 
jesenskem vzorcu pa smo določili manjši AOP po skladiščenju.  
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5 SKLEPI 
 
Na podlagi rezultatov smo prišli do naslednjih sklepov: 
 
- Slovenski cvetni prah osmukanec, ki je bil zbran v letu 2018, vsebuje fenolne spojine, 
flavonoide ter posamezne skupine flavonoidov, tj. flavone in flavonole. 
 
- Na vsebnost skupnih fenolnih spojin in AOP cvetnega prahu vpliva obdobje zbiranja 
cvetnega prahu. 
 
- Povezava med vsebnostjo skupnih fenolnih spojin in vsebnostjo skupnih flavonoidov 
ter med vsebnostjo skupnih flavonoidov in vsebnostjo skupnih flavonov in flavonolov 
je močna; med vsebnostjo skupnih fenolnih spojin in vsebnostjo skupnih flavonov in 
flavonolov obstaja zmerna povezava; med EC50 in vsebnostjo skupnih fenolnih spojin 
ter med EC50 in vsebnostjo skupnih flavonoidov je povezava zmerna; med EC50 in 
vsebnostjo skupnih flavonov in flavonolov pa je povezava zelo šibka. 
 
- Za ekstrakcijo skupnih fenolnih spojin iz cvetnega prahu je najučinkovitejše topilo 
70 % aceton; za ekstrakcijo skupnih flavonoidov sta najučinkovitejši topili 96 % 
etanol in 70 % aceton; etil acetat je najmanj učinkovito topilo.  
 
- Najprimernejše topilo za pridobitev izvlečkov z največjim AOP pri lovljenju radikala 
DPPH· je 70 % aceton; 50 % etanol je najmanj primerno topilo. 
 
- Najprimernejši topili za pridobitev izvlečkov z največjo učinkovitostjo pri zaviranju 
lipidne oksidacije v emulziji sta 70 % metanol oz. 70 % etanol.  
 
- Povezava med vrednostmi AOP, ki smo jih določili z metodo lovljenja radikala 
DPPH· in metodo razbarvanja β-karotena v emulziji, je šibka. 
 
- Toplotna obdelava cvetnega prahu pri 90 °C za 2 uri vpliva na zmanjšanje vsebnosti 
skupnih fenolnih spojin, v veliki meri na zmanjšanje vsebnosti skupnih flavonoidov in 
v manjši meri na vsebnost skupnih flavonov in flavonolov.  
 
- Toplotna obdelava cvetnega prahu pri 90 °C za 2 uri vpliva na poslabšanje AOP. 
 
- Vsebnost skupnih fenolnih spojin v cvetnem prahu se s skladiščenjem 2 meseca ni 
bistveno spremenila; pri vzorcu jesenskega cvetnega prahu smo določili njihovo 
zmanjšanje. 
 
- Med skladiščenjem cvetnega prahu 2 meseca se AOP pri vzorcih spomladanskega 
cvetnega prahu ni bistveno spremenil, pri vzorcu jesenskega cvetnega prahu smo 
določili manjši AOP po skladiščenju. 
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Na podlagi sklepov lahko potrdimo oz. ovržemo zastavljene hipoteze: 
- Hipotezo, da na vsebnost fenolnih spojin in AOP vpliva obdobje zbiranja cvetnega 
prahu in regija, iz katere izvira, le deloma potrdimo. Obdobje zbiranja cvetnega prahu 
vpliva na vsebnost skupnih fenolnih spojin in AOP, saj smo v vzorcih jesenskega 
cvetnega prahu v povprečju določili več fenolnih spojin kot v vzorcih spomladanskega 
cvetnega prahu, medtem ko smo v vzorcih spomladanskega cvetnega prahu določili 
nekoliko boljši AOP. Regija, v kateri so pobrali vzorec cvetnega prahu, ne vpliva na 
vsebnost fenolnih spojin in AOP. 
 
- Hipotezo, da na vsebnost fenolnih spojin in AOP cvetnega prahu vpliva način obdelave 
in shranjevanje cvetnega prahu osmukanca, le delno potrdimo. Toplotna obdelava 
vpliva na zmanjšanje vsebnosti skupnih fenolnih spojin, flavonoidov ter flavonov in 
flavonolov. Vpliva tudi na poslabšanje AOP. Shranjevanje cvetnega prahu v hladilniku 
nima velikega vpliva na vsebnost skupnih fenolnih spojin, saj se po shranjevanju ni 
bistveno spremenila, enako velja za AOP. Le v vzorcu jesenskega cvetnega prahu smo 
po shranjevanju določili zmanjšano vsebnost skupnih fenolnih spojin in manjši AOP. 
 
- Hipotezo, da izbira ekstrakcijskega topila vpliva na dobit ekstrakcije in AOP izvlečkov, 
potrdimo. Za ekstrakcijo skupnih fenolnih spojin iz cvetnega prahu je najučinkovitejše 
topilo 70 % aceton, za ekstrakcijo skupnih flavonoidov 96 % etanol in 70 % aceton, za 
ekstrakcijo skupnih flavonov in flavonolov pa 50 % etanol. Najprimernejše topilo za 
pridobitev izvlečkov z najboljšim AOP je 70 % aceton, medtem ko sta 70 % metanol 
oz. 70 % etanol najprimernejši topili za pridobitev izvlečkov z največjo učinkovitostjo 
pri zaviranju lipidne oksidacije v emulziji. 
 
- Hipotezo, da obstaja povezava med AOP in skupnimi fenolnimi spojinami, skupnimi 
flavonoidi oz. posameznimi skupinami flavonoidov, delno potrdimo. Povezava med 
vsebnostjo skupnih fenolnih spojin in vsebnostjo skupnih flavonoidov ter med 
vsebnostjo skupnih flavonoidov in vsebnostjo skupnih flavonov in flavonolov je 
močna; med vsebnostjo skupnih fenolnih spojin in vsebnostjo skupnih flavonov in 
flavonolov obstaja zmerna povezava; med EC50 in vsebnostjo skupnih fenolnih spojin 
ter med EC50 in vsebnostjo skupnih flavonoidov je povezava zmerna; med EC50 in 
vsebnostjo skupnih flavonov in flavonolov pa je povezava zelo šibka. 
 
- Hipotezo, da obstaja povezava med vrednostmi za AOP, ki ga določimo z različnimi 
metodami, ovržemo. Povezava med vrednostmi AOP, ki smo jih določili z metodo 
lovljenja radikala DPPH· in metodo razbarvanja β-karotena v emulziji, je šibka. 
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6 POVZETEK 
 
V okviru magistrske naloge smo določali vsebnost skupnih fenolnih spojin in posameznih 
podskupin fenolnih spojin ter ugotavljali antioksidativni potencial (AOP) slovenskega 
cvetnega prahu osmukanca, ki je bil zbran v spomladanskem in jesenskem obdobju leta 
2018.  
 
V izvlečkih cvetnega prahu smo spektrofotometrično določili vsebnosti skupnih fenolnih 
spojin, skupnih flavonoidov ter skupnih flavonov in flavonolov. Skupne fenolne spojine 
smo določili z uporabo Folin-Ciocalteu reagenta, skupne flavonoide ter skupne flavone in 
flavonole pa smo določili na podlagi tvorbe kompleksnih spojin z Al ionom. Z metodo 
lovljenja prostega radikala DPPH· in z metodo beljenja β-karotena v emulziji smo določili 
AOP. 
 
V vzorcih spomladanskega svežega cvetnega prahu smo določili vsebnost skupnih fenolnih 
spojin med 7,1 in 12,7 mg GA/gs.s., vsebnost skupnih flavonoidov med 4,7 in 
8,7 mg RU/gs.s. ter vsebnost skupnih flavonov in flavonolov med 0,63 in 2,58 mg KV/gs.s.. 
V vzorcih jesenskega cvetnega prahu smo določili vsebnost skupnih fenolnih spojin v 
območju 5,7–25 mg GA/gs.s., vsebnost skupnih flavonoidov v območju 1,1–
12,8 mg RU/gs.s., ter vsebnost skupnih flavonov in flavonolov v območju 0,66–
2,87 mg KV/gs.s.. Ugotovili smo, da na vsebnost skupnih fenolnih spojin in skupnih 
flavonoidov vpliva obdobje zbiranja cvetnega prahu. Z metodo lovljenja radikala DPPH· 
smo v vzorcih spomladanskega cvetnega prahu določili vrednosti EC50 v območju 8,7–
11,8 mg/L, v vzorcih jesenskega cvetnega prahu pa v območju 3,9–13,0 mg/L. V 
primerjavi z vzorci jesenskega cvetnega prahu smo v vzorcih spomladanskega cvetnega 
prahu v povprečju določili nekoliko boljši AOP, vendar pa med jesenskim izstopata dva 
vzorca, ki imata znatno manjšo vrednost EC50 (boljši AOP) v primerjavi z vzorci 
spomladanskega cvetnega prahu. Poskusili smo poiskati povezavo med posameznimi 
skupinami fenolnih spojin, med AOP in skupnimi fenolnimi spojinami, med AOP in 
skupnimi flavonoidi ter med AOP in posameznimi skupinami flavonoidov. Določili smo, 
da obstaja močna povezava med vsebnostjo skupnih fenolnih spojin in vsebnostjo skupnih 
flavonoidov ter med vsebnostjo skupnih flavonoidov in vsebnostjo skupnih flavonov in 
flavonolov. Povezava med vsebnostjo skupnih fenolnih spojin in vsebnostjo skupnih 
flavonov in flavonolov je zmerna. Med EC50 in vsebnostjo skupnih fenolnih spojin ter med 
EC50 in vsebnostjo skupnih flavonoidov je povezava zmerna, med EC50 in vsebnostjo 
skupnih flavonov in flavonolov pa je zelo šibka. 
 
V sklopu magistrske naloge smo preučevali, kako izbira ekstrakcijskega topila pri pripravi 
izvlečkov vpliva na dobit fenolnih spojin in AOP. Ta del raziskave smo opravili na dveh 
vzorcih spomladanskega cvetnega prahu. Za pripravo izvlečkov fenolnih spojin smo za 
ekstrakcijo uporabili različna ekstrakcijska topila: 50 %, 70 % in 96 % etanol, 70 % 
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metanol, 70 % aceton in etil acetat. Določili smo, da je za ekstrakcijo in s tem tudi za 
določanje skupnih fenolnih spojin v cvetnem prahu najprimernejše topilo 70 % aceton, saj 
smo z njim dosegli največje vrednosti za vsebnost skupnih fenolnih spojin, vendar pa je za 
določanje flavonov in flavonolov manj primerno topilo. Za ekstrakcijo skupnih 
flavonoidov sta se kot najučinkovitejši topili izkazala 96 % etanol in tudi 70 % aceton. 
Ugotovili smo, da je etil acetat najmanj primerno topilo za ekstrakcijo tako skupnih 
fenolnih spojin kot tudi flavonov in flavonolov iz cvetnega prahu, saj smo v obeh primerih 
dosegli najmanjšo dobit. Skupnih flavonoidov v izvlečkih, ki smo jih pridobili z etil 
acetatom, nismo mogli določiti. V izvlečkih, ki smo ju pridobili s 70 % metanolom oz. 
70 % etanolom, so prisotne spojine, ki so najbolj učinkovite pri zaviranju lipidne 
oksidacije v emulziji, vendar pa niso najbolj učinkoviti lovilci radikala DPPH·. Kot najbolj 
učinkoviti lovilci radikala DPPH· so se izkazale spojine v izvlečku, ki smo ga pridobili s 
70 % acetonom. Določili smo, da je povezava med vrednostmi AOP, ki smo jih določili z 
omenjenima metodama, šibka.  
 
Toplotna obdelava cvetnega prahu s sušenjem pri 90 °C za 2 uri je vplivala na zmanjšanje 
vsebnosti skupnih fenolnih spojin, v veliki meri na zmanjšanje vsebnosti skupnih 
flavonoidov in v manjši meri na vsebnost skupnih flavonov in flavonolov. Toplotna 
obdelava prav tako vpliva na poslabšanje AOP, saj smo za izvleček toplotno obdelanega 
vzorca določili večjo vrednost EC50. Med skladiščenjem cvetnega prahu v hladilniku se 
vsebnost skupnih fenolnih spojin ni bistveno spremenila, le pri vzorcu jesenskega cvetnega 
prahu smo določili njihovo zmanjšanje. Enako velja za AOP, ki se med skladiščenjem pri 
vzorcih spomladanskega cvetnega prahu ni bistveno spremenil, pri vzorcu jesenskega 
cvetnega prahu pa smo določili manjši AOP po skladiščenju.  
 
 
 
 
 
 
Krebs P. Fenolne spojine in antioksidativni potencial slovenskega cvetnega prahu osmukanca.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2019 
57 
7 VIRI 
 
Abramovič H. 2011. Antioksidanti in metodologija določanja antioksidativne 
učinkovitosti: Učbenik za izbirni predmet na interdisciplinarnem doktorskem 
študijskem programu Bioznanosti. Ljubljana, Biotehniška fakulteta, Oddelek za 
živilstvo: 112 str. 
Adaramola B., Onigbinde A. 2016. Effect of extraction solvent on the phenolic content, 
flavonoid content and antioxidant capacity of clove bud. Journal of Pharmacy and 
Biological Sciences, 11, 3: 33-38 
Agbor A. G., Vinson J. A., Donnelly P. E. 2014. Folin-Ciocalteu reagent for polyphenolic 
assay. International Journal of Food Science, Nutrition and Dietetics, 3, 8: 147-156 
Aličić D., Šubarić D., Jašić M., Pašalić H., Ačkar Đ. 2014. Antioxidant properties of 
pollen. Hrana u zdravlju i bolesti, znanstveno-stručni časopis za nutricionizam i 
dijetetiku, 3, 1: 6-12 
Anbudhasan P., Surendraraj A., Karkuzhali S., Sathishkumaran S. 2014. Natural 
antioxidants and its benefits. International Journal of Food and Nutritional Sciences, 3, 
6: 225-232 
Angelova M. 2018. Antioksidativni potencial cvetnega prahu osmukanca. Magistrsko delo. 
Ljubljana, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo: 65 str. 
Anwar F., Przybylski R. 2012. Effect of solvents extraction on total phenolics and 
antioxidant activity of extracts from flaxseed (Linum usitatissimum). Acta Scientiarum 
Polonorum Technologia Alimentaria, 11, 3: 293-301 
Ares M. A., Velverde S., Bernal J. L., Nozal M. J., Bernal J. 2018. Extraction and 
determination of bioactive compounds from bee pollen. Journal of Pharmaceutical and 
Biomedical Analysis, 147: 110-124 
Atta E. M., Mohamed N. H., Abdelgawad A. A. M. 2017. Antioxidants: an overview on 
the natural and synthetic types. European Chemical Bulletin, 6, 8: 365-375 
Bag G. C., Devi P. G., Bhaigyabati T. 2015. Assessment of total flavonoid content and 
antioxidant activity of methanolic rhizome extract of three Hedychium species of 
Manipur Valley. International Journal of Pharmaceutical Sciences Review and 
Research, 30, 1: 154-159 
Barajas J., Cortes-Rodriguez M., Rodriguez-Sndoval E. 2012. Effect of temperature on the 
drying process of bee pollen from two zones of Colombia. Journal of Food Process 
Engineering, 35: 134-148 
Krebs P. Fenolne spojine in antioksidativni potencial slovenskega cvetnega prahu osmukanca.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2019 
58 
Boulekbache-Makhlouf L., Medouni L., Medouni-Adrar S., Arkoub L., Madani K. 2013. 
Effect of solvents extraction on phenolic content and antioxidant activity of the 
byproduct of eggplant. Industrial Crops and Products, 49: 668-674  
Butnariu M., Grozea I. 2012. Antioxidant (antiradical) compounds. Journal of 
Bioequivalence & Bioavailability, 4, 6: 17-19 
Campos R. M. G., Bogdanov S., Almeida-Muradian L. B., Szczesna T., Mancebo Y., 
Frigerio C., Ferreira F. 2008. Pollen composition and standardisation of analytical 
methods. Journal of Apicultural Reasearch and Bee World, 47, 2: 156-163 
Campos R. M. G., Frigerio C., Lopes J., Bogdanov S. 2010. What is the future of bee-
pollen. Journal of ApiProduct and ApiMedical Science, 2, 4: 131-144 
Carpes S. T., Begnini R., Alencar S. M., Masson M. L. 2007. Study of preparations of bee 
pollen extracts antioxidant and antibacterial activity. Ciência e Agrotecnologia, 31, 6: 
1818-1825 
Cheng S. H., Khoo H. E., Ismail A., Abdul-Hamid A., Barakatun-Nisak M. Y. 2016. 
Influence of extraction solvents on Cosmos caudatus leaf antioxidant properties. 
Iranian Journal of Science and Technology, 40: 51-58 
Choi Y. S., Suh H. J., Chung K. 2016. Enhanced extraction of bioactive compounds from 
bee pollen by wet-grinding technology. Jounal of Life Science, 26,6: 651-656 
Cinkmanis I., Dimins F., Mikelsone V. 2017. Influence of lyophilization and convective 
type drying on antioxidant properties, total phenols and flavonoids in pollens. V: Food 
science and technology in a changing world. 11th Baltic Conference on Food Science 
and Technology, 27. in 28. april 2017. Straumite E., Galoburda R. (ur.). Jelgava, LLU, 
Faculty of Food Technology: 201-203 
Corradini E., Foglia P., Giansanti P., Gubbiotti R., Samperi R., Lagana A. 2011. 
Flavonoids: chemical properties and analytical methodologies of identification and 
quantitation in foods and plants. Natural Product Research, 25, 5: 469-495 
Čeksterytė V., Kurtinaitienė B., Venskutonis R., Pulkalskas A., Kazernavičiutė R., 
Balžekas J. 2016. Evaluation of antioxidant activity and flavonoid composition in 
differently preserved bee products. Czech Journal of Food Sciences, 34, 2: 133-142 
De-Melo A. A. M., Estevinho L. M., Moreira M. M., Delerue-Matos C., Freitas A. S., 
Barth O. M., Almeida-Muradian L. B. 2018. A multivariate approach based on 
physicochemical parameters and biological potential for the botanical and geographical 
discrimination of Brazilian bee pollen. Food Bioscience, 25: 91-110 
Denisow B., Denisow-Pietrzyk M. 2016. Biological and therapeutic properties of bee 
pollen: a review. Journal of the Science of Food and Agriculture, 96: 4303-4309 
Krebs P. Fenolne spojine in antioksidativni potencial slovenskega cvetnega prahu osmukanca.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2019 
59 
Derong L, Mengshi X., Jingjing Z., Zhuohao L., Baoshan X., Xindan L., Maozhu K., 
Liangyu L., Qing Z., Yaowen L., Hong C., Wen Q., Hejun W., Saiyan C. 2016. An 
overview of plant phenolic compounds and their importance in human nutrition and 
management of type 2 diabetes. Molecules, 21: 1374, doi:10.3390/molecules21101374: 
19 str. 
Diem Do Q., Angkawijaya A. E., Tran-Nguyen P. L., Huynh L. H. Soetaredjo F. E., 
Ismadji S., Ju Y. 2014. Effect of extraction solvent on total phenol content, total 
flavonoid content, and antioxidant activity of Limnophila aromatica. Journal of Food 
and Drug Analysis, 22: 296-302 
Dominguez E., Mercado J. A., Quesada M. A., Heredia A. 1999. Pollen sporopollenin: 
degradation and structural elucidation. Sexual Plant Reproduction, 12: 171-178 
Fadzilah N. H., Jaapar M. F., Jajuli R., Omar W. A. W. 2017. Total phenolic content, total 
flavonoid and antioxidant activity of ethanolic bee pollen extracts from three species of 
Malaysian stingless bee. Journal of Apicultural Research, 56, 2: 130-135 
Feas X., Varquez-Tato M. P., Estevinho L., Seijas J. A., Iglesias A. 2012. Organic bee 
pollen: Botanical origin, nutritional value, bioactive compounds, antioxidant activity 
and microbiological quality. Molecules, 17: 8359-8377 
Gabriele M-, Parri E., Felicioli A., Sagona S., Pozzo L., Biondi C., Domenici V., Pucci L. 
2015. Phytochemical composition and antioxidant activity of Tuscan bee pollen of 
different botanic origins. Italian Journal of Food Science, 27: 248-259 
Gülçin I. 2012. Antioxidant activity of food constituents: an overview. Archives of 
Toxicology, 86: 345-391 
Gutfinger T. 1981. Polyphenols in olive oils. Journal of the American Oil Chemist's 
Society, 58: 966-968 
Hoopingarner R.A., Waller G.D. 1995. Crop pollination. V: The hive and the honeybee. 
Graham J. M. (ur.). Hamilton, Dadant & Sons: 1043-1082 
Hostetler G. L., Ralston R. A., Schwartz S. J. 2017. Flavones: Food sources, 
bioavailability, metabolism, and bioactivity. Advances in Nutrition, 8, 3: 423-435 
Hrastelj M. 2011. Čebelarstvo. Novo mesto, Grm - center biotehnike in turizma: 25 str. 
http://www.dlib.si (marec, 2019) 
Jiang N., Doseff A. I., Grotewold E. 2016. Flavones: From biosynthesis to health benefits. 
Plants, 5: 27, doi:10.3390/plants5020027: 25 str. 
Kayacan S., Sagadic O., Doymaz I. 2018. Effects of hot-air and vacuum drying on drying 
kinetics, bioactive compounds and color of bee pollen. Journal of Food Measurement 
and Characterization, 12, 2: 1274-1283 
Krebs P. Fenolne spojine in antioksidativni potencial slovenskega cvetnega prahu osmukanca.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2019 
60 
Kieliszek M., Piwowarek K., Kot A. M., Błażejak S., Chlebowska-Śmigiel A., Wolska I. 
2018. Pollen and bee bread as new health-oriented products: A review. Trends in Food 
Science & Technology, 71: 170-180 
Kocot J., Kiełczykowska M., Luchowska-Kocot D., Kurzepa H., Musik I. 2018. 
Antioxidant potential of propolis, bee pollen, and royal jelly: Possible medical 
application. Oxidative Medicine and Cellular Longevity, 2018: ID 7074209, doi: 
10.1155/2018/7074209: 29 str. 
Komosinska-Vassev K., Olczyk P., Kazmierczak J., Mencner L., Olczyk K. 2015. Bee 
pollen: Chemical composition and therapeutic application. Evidence-Based 
Complementary and Alternative Medicine, 2015: ID 297425, doi: 
10.1155/2015/297425: 6 str. 
Kozlowska A., Szostak-Węgierek D. 2014. Flavonoids – Food sources and health benefits. 
Roczniki Panstwowego Zakladu Higieny, 65, 2: 79-85 
Kumar S., Pandey A. K. 2013. Chemistry and biological activities of flavonoids: An 
overview. Scientific World Journal, 2013: ID 162750, doi:10.1155/2013/162750: 16 
str. 
Lattanzio V. 2013. Phenolic compounds. V: Natural products. Ramawat K., Merillon J. M. 
(ur.). Berlin, Spinger: 1544-1580 
LeBlanc B. W., Dawis O. K., Boue S., DeLucca A., Deeby T. 2009. Antioxidant activity of 
Sonoran Desert bee pollen. Food Chemistry, 115: 1299-1305 
Leja M., Mareczek A., Wyzgolik G., Klepacz-Baniak J., Czekonska K. 2007. 
Antioxidative properties of bee pollen in selected plant species. Food Chemistry, 100: 
237-240 
Liang Qian W., Khan Z., Watson D. G., Fearnley J. 2007. Analysis of sugars in bee pollen 
and propolis by ligand exchange chromatography in combination with pulsed 
amperometric detection and mass spectrometry. Journal of Food Composition and 
Analysis, 21: 78-83 
Lilek N. 2014. Pomen cvetnega prahu in smukanje. Slovenski čebelar, 6, 116: 202-203 
Lima G. P. P., Vianello F., Corrêa C. R., da Silva Campos R. A., Borguini M. G. 2014. 
Polyphenols in fruits and vegetables and its effect on human health. Food and Nutrition 
Sciences, 5: 1065-1082 
Lourdes Reis Giada M. 2013. Food phenolic compounds: Main classes, sources and their 
antioxidant power. V: Oxidative stress and chronic degenerative diseases: A role for 
antioxidants. Morales-Gonzales J. A. (ur.). Rijeka, Intech: 87-112 
Krebs P. Fenolne spojine in antioksidativni potencial slovenskega cvetnega prahu osmukanca.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2019 
61 
Manach C., Scalbert A., Morand C., Rémésy C., Jimenez L. 2004. Polyphenols: Food 
source and bioavailability. American Journal of Clinical Nutrition, 79: 727-747 
Mariod A. A., Ibrahim R. M., Ismail M., Ismail N. 2010. Antioxidant activity of the 
phenolic leaf extracts from Monechma ciliatum in stabilization of corn oil. Journal of 
the American Oil Chemists' Society, 87: 35-43 
Meneses N. G. T., Martins S., Teixeira J. A., Mussatto S. I. 2013. Influence of extraction 
solvents on the recovery of antioxidant phenolic compounds from brewer’s spent 
grains. Separation and Purification Technology, 108: 152-158 
Mishra R., Bisht S. S. 2011. Antioxidants and their charecterization. Journal of Pharmacy 
Research, 4, 8: 2744-2746 
Morais M., Moreira L., Feas X., Estevinho L. M. 2011. Honeybee-collected pollen from 
five Portuguese natural parks: Palynological origin, phenolic content, antioxidant 
properties and antimicrobial activity. Food and Chemical Toxicology, 49: 1096-1101 
Nascimento A., Luz G. E. 2018. Bee pollen properties: uses and potential pharmacological 
applications. Journal of Analytical & Pharmaceutical Research, 7, 5: 513-515 
Panche A. N., Diwan A. D., Chandra S. R. 2016. Flavonoids: an overview. Journal of 
Nutritional Science, 5: e47, doi:10.1017/jns.2016.41: 15 str. 
Parvanov P., Dinkov D. 2017. Proposals for desiccated bee pollen production and labeling. 
Jornal of Nutrition and Human Health, 1, 2: 13-16 
Pereira Calado J. C., Albertão P. A., Aparecida de Oliveira E., Sisto Letra M. H., 
Frankland Sawaya A. C. H., Marcucci M. C. 2015. Flavonoid contents and antioxidant 
activity in fruit, vegetables and other types of food. Agricultural Sciences, 6: 426-435 
Rzcepcka-Stojko A., Drżał A., Stojko J., Buszman E. 2014. Effect of storage conditions on 
antioxidant activity of bee pollen extracts. Medycyna Weterynaryjna, 70, 12: 740-744 
Rzcepcka-Stojko A., Stec M., Kurzeja E., Gawrońska E., Pawłowska-Góral K. 2012. The 
effect of storage of bee pollen extracts on polyphenol content.  Polish Journal of 
Environmental Studies, 21, 4: 1007-1011 
Rzcepcka-Stojko A., Stojko J., Kurek-Górecka A., Górecki M., Kabała-Dzik A., Kubina 
R., Moździerz A., Buszman E. 2015. Polyphenols from bee pollen: Structure, 
absorption, metabolism and biological activity. Molecules, 20: 21732-21749 
Santos Vasconcelos M. R., Fernandes Duarte A. W., Pereira Gomes E., Chagas da Silva S., 
Queijeiro López A. M. 2017. Physicochemical composition and antioxidant potential of 
bee pollen from different botanical sources in Alagoas, Brazil. Ciência e 
Agrotecnologia, 41, 4: 447-458 
Krebs P. Fenolne spojine in antioksidativni potencial slovenskega cvetnega prahu osmukanca.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2019 
62 
Serdaroğlu M., Öztürk B., Kara A. 2015. An overview of food emulsions: Description, 
classification and recent potential applications. Turkish Journal of Agriculture - Food 
Science and Technology, 3, 6: 430-438 
Somerville D. 2012. Pollen trapping and storage. Primefact 1126. 2
nd
 ed. Goulburn, 
Department of Primary Industries: 5 str. 
https://www.dpi.nsw.gov.au (marec 2019) 
Suriyatem R., Auras R. A., Intipunya P., Rachtanapun P. 2017. Predictive mathematical 
modeling for EC50 calculation of antioxidant activity and antibacterial ability of Thai 
bee products. Journal of Applied Pharmaceutical Science, 7, 9: 122-133 
Sytar O., Brestic M., Rai M., Shao Hong B. 2012. Plant phenolic compounds for food, 
pharmaceutical and cosmetiсs production. Journal of Medicinal Plants Research, 6, 13: 
2526-2539 
Thiyam U., Kuhlmann A., Stöckmann H., Schwarz. 2004. Prospects of rapeseed oil by-
products with respect to antioxidative potential. Comptes Rendum Chimie, 7: 611-616 
Thorat I. D., Jagtap D. D., Mohapatra D., Joshi D. C., Sutar R. F., Kapdi S. S. 2013. 
Antioxidants, their properties, uses in food products and their legal implications. 
International Journal of Food Studies, 2: 81-104 
Urquiza-Martinez M. V., Navarro B. F. 2016. Antioxidant capacity of food. Free Radicals 
and Antioxidants, 6, 1: 1-12 
Usaid A. A. S., Premkumar J. Ranganathan T.V. 2014. Emulsion and it's applications in 
Food Processing. Journal of Engineering Research and Applications, 4, 4: 241-248 
Valenzuela A. B., Sanhueza J., Nieto S. 2003. Natural antioxidants in functional foods: 
from food safety to health benefits. Grasas y Aceites, 54, 3: 295-303 
Wilson D. W., Nash P., Buttar H. S., Griffiths K., Singh R., De Meester F., Horiuchi R., 
Takahashi T. 2017. The role of food antioxidants, benefits of functional foods, and 
influence of feeding habits on the health of the older person. Antioxidants, 6: 81, 
doi:10.3390/antiox6040081: 20 str. 
Yao L. H., Jiang Y. M., Shi J., Tomas-Barberan F. A., Datta N., Singanusong R., Chen S. 
S. 2004. Flavonoids in food andt health benefits. Plant Foods for Human Nutrition, 59: 
113-122 
Zhang Q. 2015. Effects of extraction solvents on phytochemicals and antioxidant activities 
of walnut (Juglans regia L.) green husk extracts. European Journal of Food Science 
and Technology, 3, 5: 15-21 
Zuluaga-Domínguez C., Serrato-Bermudez J., Quicazán M. 2018. Influence of drying-
related operations on microbiological, structural and physicochemical aspects for 
Krebs P. Fenolne spojine in antioksidativni potencial slovenskega cvetnega prahu osmukanca.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2019 
63 
processing of bee-pollen. Engineering in Agriculture, Environment and Food, 11: 57-
64 
Krebs P. Fenolne spojine in antioksidativni potencial slovenskega cvetnega prahu osmukanca.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2019 
ZAHVALA 
 
Iskreno se zahvaljujem mentorici prof. dr. Heleni Abramovič za vso strokovno pomoč, 
nasvete in usmerjanje pri pisanju magistrskega dela. Hvala za odzivnost ter temeljit in 
strokoven pregled magistrskega dela. 
 
Zahvaljujem se tudi recenzentki prof. Jasni Bertoncelj za hiter in strokoven pregled naloge.  
 
Prav tako se zahvaljujem Lini Burkan Makivić, univ. dipl. inž. za natančni tehnični pregled 
magistrskega dela. 
 
Zahvaljujem se univ. dipl. inž. živ. tehnol. Nataši Lilek in ČZS, da so nam priskrbeli 
vzorce cvetnega prahu. 
 
Za pomoč v laboratoriju se zahvaljujem univ. dipl. inž. kem. teh. Mateji Vidmar in mag. 
inž. kem. teh. Mirjani Jeremić. Za vso pomoč se zahvaljujem tudi Mariji Angelovi. 
 
Posebno zahvalo namenjam družini in prijateljem, ki so mi stali ob strani v času študija in 
pisanja magistrskega dela.  
Krebs P. Fenolne spojine in antioksidativni potencial slovenskega cvetnega prahu osmukanca.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2019 
PRILOGE 
 
Priloga A: Vsebnost skupnih fenolnih spojin, skupnih flavonoidov, skupnih flavonov in flavonolov ter 
izmerjene vrednosti EC50 v vzorcih spomladanskega in jesenskega cvetnega prahu osmukanca 
 
Vzorec 
m ± sd 
 (mg GA/gs.s) 
m ± sd  
(mg RU/gs.s.) 
m ± sd 
(mg KV/gs.s.) 
EC50  
(mg/L) 
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SAV1 7,2 ± 0,1 4,8 ± 0,2 0,63 ± 0,02 9,5 ± 0,2 
PN2 10,7 ± 0,4 5,9 ± 0,2 1,94 ± 0,08 10,1 ± 0,2 
GOR2 11,7 ± 0,2 8,7 ± 0,2 2,58 ± 0,10 11,8 ± 0,1 
ZAS1 8,6 ± 0,2 5,7 ± 0,02 0,85 ± 0,04 10,8 ± 0,3 
GOR1 8,4 ± 0,1 4,7 ± 0,2 1,28 ± 0,05 10,7 ± 0,3 
JV1 7,1 ± 0,2 4,7 ± 0,1 1,23 ± 0,07 8,7 ± 0,2 
PN1 12,7 ± 0,2 5,0 ± 0,2 2,49 ± 0,09 11,8 ± 0,1 
v
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 CP1 11,0 ± 0,2 5,8 ± 0,2 1,79 ± 0,06 12,2 ± 0,2 
CP2 14,2 ± 0,1 7,4 ± 0,3 2,13 ± 0,06 11,7 ± 0,1 
CP3 5,8 ± 0,1 1,1 ± 0,1 0,67 ± 0,03 13,0 ± 0,3 
CP4 14,4 ± 0,1 11,9 ± 0,3 2,73 ± 0,07 11,7 ± 0,3 
CP5 9,6 ± 0,3 6,1 ± 0,1 0,86 ± 0,04 7,4 ± 0,1 
CP6 24,4 ± 0,3 12,3 ± 0,4 2,24 ± 0,11 3,9 ± 0,05 
 
 
Priloga B: Vsebnost skupnih fenolnih spojin, skupnih flavonoidov, skupnih flavonov in flavonolov ter 
izmerjene vrednosti EC50 v svežem in toplotno obdelanem cvetnem prahu 
Vzorec 
Vsebnost skupnih 
fenolnih spojin 
m ± sd 
(mg GA/gs.s.) 
Vsebnost skupnih 
flavonoidov  
m ± sd 
(mg RU/gs.s.) 
Vsebnost flavonov 
in flavonolov 
m ± sd 
(mg KV/gs.s.) 
EC50  
(mg/L) 
CP4 14,4 ± 0,1 11,9 ± 0,3 2,73 ± 0,07 11,7 ± 0,3 
CP4-s 13,1 ± 0,1 5,1 ± 0,1 2,49 ± 0,06 15,9 ± 0,3 
 
 
Priloga C: Vsebnost skupnih fenolnih spojin ter izmerjene vrednosti EC50 v svežem in skladiščenem 
cvetnem prahu 
Vzorec 
Vsebnost skupnih fenolnih spojin 
m ± sd 
(mg GA/gs.s.) 
EC50  
(mg/L) 
ZAS1 8,6 ± 0,2 10,8 ± 0,3 
ZAS1-2m 8,4 ± 0,4 11,3 ± 0,2 
PN1 12,7 ± 0,2 11,8 ± 0,1 
PN1-2m 12,3 ± 0,1 11,7 ± 0,2 
GOR2 11,7 ± 0,2 11,8 ± 0,1 
GOR2-2m 11,9 ± 0,1 12,4 ± 0,2 
CP4 14,3 ± 0,1 11,7 ± 0,3 
CP4-1m 12,5 ± 0,2 13,8 ± 0,3 
 
